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“We are all agreed that your 
theory is crazy. The question that 
divides us is whether it is crazy 
enough to have a chance of being 
correct.” 








El trabajo que usted tiene en sus manos es un recorrido desde la física de las 
moléculas, pasando por la química, la inmunología, la biología en cáncer y 
terminando en el paciente. Este trabajo esboza una aproximación al entendimiento 
de la de la comunicación molecular con las células del sistema inmune biología a 
través de información contenida en moléculas pequeñas como lo son los péptidos. 
La tesis que trate de comprobar es que los péptidos pueden modular la actividad 
biológica de una célula si la información contenida en la estructura del péptidos es 
estabiliza y preservada disminuyendo la entropía configuracional del péptido. Creo 
profundamente que esta es una de las vías más seguras para diseñar 
medicamentos, vacunas y en general moléculas con actividades biológicas 
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El papel de la estructura y entropía configuracional del péptido en la 
generación de anticuerpos, en la interacción péptido antigénico – anticuerpo 




La actividad biológica de los péptidos depende en gran parte de la estructura que 
adquieren en solución y de la estabilidad de esta estructura y estas a su vez 
dependen de la entropía configuracional del péptido. La entropía del péptido 
depende de la secuencia de aminoácidos. Cambios específicos en la secuencia 
modifican la entropía configuracional y por consiguiente la estabilidad de las 
estructuras que el péptido puede adquirir. En este estudio usando péptidos se 
reporta la identificación de regiones de las proteínas gp85 y gp350 del virus de 
Epstein-Barr involucradas en la unión e invasión de este virus a linfocitos B 
humanos y concuerda con los datos de la estructura recientemente reportada. La 
unión de los péptidos 11382, 11389 y 11416 de gp350 a linfocitos de sangre 
periférica induce la producción de IL-6.  
La secuencia de los péptidos 11382, 11389, 11435, 11438 de VEB y la secuencia 
de los péptidos 18283, 18294 (que pertenecen a las regiones de contacto de este 
virus a células epiteliales humanos) y 18301 (pertenece a una hélice a que hace la 
unión pentamero pentamero y  es un epitope que induce anticuerpos protectivos) 
fueron modificadas con el fin de disminuir la entropía configuracional del péptido 
utilizando como estructura de partida la que el péptido tiene en la proteína nativa 
en el caso de los péptidos 11382, 11389, 18283, 18294 y 18301 o partiendo de la 
estructura del péptido como en el caso de los péptidos 11435 y 11438. Las hélices 
a fueron modificados con la ayuda del software AGADIR, las vueltas reversas y los 
péptidos lineales fueron modificadas cambiando los aminoácidos que presentan 
cadenas muy móviles o que generan tensión en la estructura; en el caso de las 
vueltas reversas se incluyeron Cisteínas con el fin de formar puentes disulfuro que 
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estabilicen la estructura. Estos péptidos fueron sintetizados y luego probados en 
ensayos biofisicoquímicos. Los péptidos 11435, 11438 y 18301 presentan hélices 
inestables debido a un cambio positivo de la entropía durante el desenrollamiento. 
Los péptidos 33208 y 33210 (análogos del 11435);  los péptidos 33203, 33205 y 
33206 (análogos del 11435) y los péptidos 32588, 32861, 32591, 32592, 32866, 
32967, 32968, 32996, 34098, 34100 y 34101 (análogos del 18301) presentaron 
una hélice a más estable que la del péptido original. 
La mayoría de estos péptidos análogos son reconocidos por los anticuerpos 
inducidos por el VEB o por las VLPs; los análogos de los péptidos de VEB inhiben 
la invasión in Vitro e inducen los efectos biológicos que inducen los péptidos 
nativos; algunas veces con mayor potencia como en el caso de la inhibición de la 
maduración de dendríticas por el 33210 y la producción de IL-6 por los péptidos 
33220, 33363, 34295, 34297 y 33358.  Los péptidos 32991, 33227, 33229, 33230 
y 34087 presentaron una reaccionan específicamente con los anticuerpos 
presentes en mujeres infectadas con VPH  
La unión de los péptidos originales 11382, 11389, 11435, 18283, 18294 y 18301 a 
sus anticuerpos es favorecida entalpicamente; por el contrario, el cambio entrópico 
negativo se opone a la unión. La unión de los péptidos análogos 33210, 33215, 
33225 y 33233 a sus anticuerpos es favorecida entropicamente, muy 
probablemente debido a la disminución de la entropía configuracional del péptido y 
al aumento de la estabilidad de la estructura.  
En conclusión disminuyendo la entropía configuracional del péptido se logró 













The peptide’s biological activity mostly depends on its soluble structure and the 
intrinsic stability of this structure, which in turn depend on the peptide’s 
configurational entropy. As peptide’s entropy is amino acid sequence- dependent, 
specific sequence changes modify the peptide’s configurational entropy and in turn 
the stability of its possible peptide conformations. This study identified EBV gp350 
and gp85 regions involved in B-lymphocytes binding and invasion, which agree 
with recently reported structural data. Binding of peptides 11382, 11389 and 11416 
induces IL-6 production of peripheral blood lymphocytes. 
Sequences for EBV peptides 11382, 11389, 11435, 11438 and peptides 18283, 
18294 (belonging to HPV-binding regions to epithelial cells) and peptide 18301 
(belonging to an a helix involved in pentamers binding and protective antibodies 
induction) were modified in order to decrease the peptide’s configurational entropy 
based on the native protein structure for peptides 11382, 11389, 18283, 18294 and 
18301 or the structural analisys for peptide for peptides 11435 and 11438. The α-
helical structure was stabilized by using AGADIR; loops and random peptides were 
stabilized by modifying those amino acids increasing peptide configurational 
entropy or those inducing structural tensions; Cysteins were added whenever the 
peptide contained loops for inducing disulfide bridge formation. These analogue 
peptides were synthesized and both biophysically and chemically assessed. 
Peptides 11435, 11438 and 18301 displayed an unstable a helix due to a positive 
entropy variation during unfolding. Peptides 33208 and 33210 (11435 analogues); 
peptides 33203, 33205 and 33206 (11435 analogues) and peptides 32588, 32861, 
32591, 32592, 32866, 32967, 32968, 32996, 34098, 34100 and 34101 (18301 
analogue) displayed a more stable a helix than the original peptide. 
Most peptide analogues were recognized by anti-EBV or anti-VLP antibodies; 
some inhibited in vitro virus invasion and elicited the same biological response that 
their native peptides, sometimes in a greater extend as in the inhibition of dendritic 
cells maturation by peptide 33210 and IL-6 production by peptides 33220, 33363, 
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34295, 34297 and 33358. Peptides 32991, 33227, 33229, 33230 and 34087 
specifically reacted with antibodies from HPV-infected women. 
The interaction between native peptides 11382, 11389, 11435, 18283, 18294 and 
18301 and their respective antibodies was enthalpy driven; whereas a negative 
entropy change opposed peptide-antibody binding. Binding of analogue peptides 
33210, 33215, 33225 and 33233 to their corresponding antibodies was entropy 
driven, probably due to a decrease in peptide’s configurational entropy and 
increases structural stability, compared to those from the original peptides.  
In conclusion, lowering the peptide’s configurational entropy increases the 
















La gran flexibilidad del péptido genera diferentes poblaciones estructurales de 
energías similares (alta entropía configuracional); esto en muchos casos reduce su 
actividad biológica y en ensayos de inmunización permite que estas poblaciones 
induzcan anticuerpos de diferentes especificidades.  
El número de estructuras posibles que un péptido puede adoptar en solución, es 
decir su entropía configuracional, depende de la libertad de rotación de los 
aminoácidos de la cadena peptídica alrededor de los enlaces sencillos de la 
cadena peptídica. El número de estructuras posibles que una cadena peptídica 
puede adquirir en solución se puede disminuir modificando, cambiando o 
eliminando los amino ácidos que le dan mayor movilidad y flexibilidad a la cadena 
peptídica. Estas modificaciones en los amino ácidos del péptido no deben 
modificar drásticamente ni la estructura que esta secuencia presenta en la 
proteína nativa, ni los amino ácidos importantes para la actividad biológica del 
péptido, es decir el epitope energético. Modificaciones en el epitope energético 
pueden disminuir la actividad biológica del péptido o disminuir la reactividad 
cruzada. 
La disminución de la entropía configuracional del péptido nos podría ayudar en el 
diseño de péptidos que presenten mayor afinidad por las moléculas con las que 
interactúan y de esta forma presentan una actividad biológica más potente. 
Para este estudio elegimos las regiones de contacto a las células de las proteínas 
gp85 y gp350 del VEB y de la proteína L1 de VPH teniendo en cuenta  que la 
invasión de estas células es mediada por interacciones del tipo receptor-ligando 
entre estas proteínas de estos virus y proteínas de las células hospederas y que 
los péptidos provenientes de la región de contacto de estos virus pueden unirse al 
receptor sobre las células hospederas y evitar de esta forma que estos 
microorganismos se unan a la célula hospedera y la invadan. 
También estos péptidos pueden ser utilizados como inmunogenos para tratar de 
inducir anticuerpos neutralizantes que reconozcan la superficie de contacto de las 
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proteínas y de esta forma evitar la interacción molecular entre el virus y la célula 
hospedera y por consiguiente las enfermedades asociadas a estas infecciones. 
Esto es muy importante teniendo en cuenta que los anticuerpos neutralizantes no 
son fáciles de inducir en una inmunización natural o en una inmunización con la 
partícula viral o con la proteína nativa; ya que estos inmunogenos inducen una 
gran diversidad de anticuerpos que reconocen parte de estos virus no relevantes 
en el reconocimiento en invasión de las células hospederas. Esto en gran medida 
es debido a que las regiones inmunodominantes para la generación de 
anticuerpos de estas proteínas virales, no coinciden con las regiones de unión a la 
célula hospedera, por esta razón estas regiones son consideradas como epitopes 
crípticos para la generación de anticuerpos (1, 2). Además ciertas regiones de 
estas proteínas pueden inducir anticuerpos bloqueadores que al unirse a la 
proteína nativa impiden la unión de los anticuerpos neutralizantes, inhibiendo la 
acción de estos anticuerpos. La efectividad de los anticuerpos dependerá de la 
concentración relativa de cada una de estos tipos de anticuerpos (3). Si se usan 
como inmunógenos, péptidos que contengan toda o parte de la región de unión de 
estos virus a las células hospederas, la inducción de anticuerpos se podría enfocar 
hacia estas regiones de unión, logrando una inhibición eficiente de la invasión de 
estos virus. Sin embargo, los anticuerpos antipéptido en general, presentan baja 
afinidad por la proteína nativa debido principalmente a que la estructura 
predominante en el péptido no concuerda con la estructura que esta secuencia 
tiene en la proteína nativa, se ha reportado que muchos de los anticuerpos 
antipéptido de alta afinidad inducen en los péptidos estructuras similares a vuelta 
b, que probablemente, en la mayoría de los casos esta lejos de ser la estructura 
que adopta esta secuencia en la proteína nativa (4, 5). Para que los anticuerpos 
neutralizantes inducidos por los péptidos inhiban eficientemente la invasión de 
estos virus a sus células hospederas es necesario que sean de alta afinidad, de 
alta velocidad de unión al antígeno y presentes en una concentración suficiente en 
el plasma, ya que estos virus están expuestos a estos anticuerpos neutralizantes 






Determinar el papel de la entropía configuracional de los péptidos provenientes de 
las regiones de contacto de las proteínas gp85 y gp350/220 del virus de Epstein-
Barr y L1 del virus de papiloma humano en su actividad biológica, a través de 




5.2.1 Identificar y seleccionar los péptidos de las regiones de unión de las 
proteínas de los virus de Epstein-Barr y papiloma humano, implicadas en la 
unión a células hospederas. 
5.2.2 Determinar similitudes y diferencias de la estructura de estos péptidos en 
solución acuosa mediante resonancia magnética nuclear o dicroísmo circular 
y la que tienen en la proteína nativa. 
 
5.2.3 Diseñar nuevos péptidos tratando de disminuir la entropía configuracional del 
péptido partiendo de la estructura de los péptidos en la proteína nativa. 
5.2.4 Sintetizar los péptidos y determinar el tipo de estructura que presentan 
mediante dicroismo circular y comparar con la proteína nativa. 
5.2.5 Determinar la actividad biológica de estos péptidos y compararlas con el 
péptido y la proteína nativa. 
5.2.6 Inmunizar animales de laboratorio con estos péptidos para producir 
anticuerpos anti-péptidos y determinar su actividad en reconocimiento, unión 
e invasión del VEB y VLPs a sus células hospederas. 
5.2.7 Determinar las constantes de afinidad, DG, DH y DS de la interacción de los 
péptidos originales 11382, 11389 y algunos de sus péptidos análogos con 




5.2.8 Determinar la entropía configuracional del péptido mediante el cálculo de 
energía de los conformeros de los péptidos y su correlación con la actividad 
biológica. 




6. ESTADO ACTUAL DEL TEMA 
6.1. Introducción 
 
Las interacciones moleculares juegan un papel importante en los procesos de 
reconocimiento e infección de los microorganismos a sus células hospederas. Los 
microorganismos persuaden a las células hospederas para que se dejen invadir, 
en una comunicación establecida entre el microorganismo y la célula hospedera 
mediado por interacciones moleculares de alta afinidad y especificidad, 
Adicionalmente estas interacciones son el primer paso para la replicación y el 
desarrollo de las patologías asociadas a estos microorganismos. Identificar las 
regiones de las proteínas del microorganismo involucradas en estas interacciones 
moleculares permitirá desarrollar herramientas que impidan no solo la invasión 
sino las patologías causadas por este microorganismo. Péptidos de estas regiones 
pueden ser usados para inhibir la invasión o para inducir anticuerpos 
neutralizantes contra estos microorganismos. En el caso particular de este trabajo 
de tesis se pretende estudiar las interacciones moleculares claves en el proceso 
de reconocimiento de los virus oncogénicos de Papiloma Humano y de Epstein-
Barr con la célula epitelial humana y con el linfocito, respectivamente; además de 
la interacción con los anticuerpos. 
Estos virus fueron escogidos ya que el Virus del Papiloma Humano (VPH), es el 
responsable en el 100% de los tumores de cáncer de cuello uterino, una de cada 
cinco mujeres en edad fértil esta infectada con un tipo de VPH potencialmente 
oncogénico (8) de los cuales el tipo 16 causa el 50% de los carcinomas de cuello 
uterino (9). Reportes de la Organización Mundial de la Salud muestran que a nivel 
mundial este es el segundo cáncer más frecuente en mujeres, que al año mueren 
de esta enfermedad 230 mil mujeres y se registran más de 500.000 nuevos casos 
de los cuales cerca del 80% se encuentran en mujeres de los países en desarrolló. 
Además, cifras de la OPS muestran que alrededor de 30.500 mujeres mueren de 
este cáncer en América Latina; en Colombia el cáncer del cuello uterino constituye 
la segunda causa de muerte por cáncer y uno de cada 5 tumores diagnosticados 
corresponde a cáncer de cuello uterino presentando una de las incidencias más 
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altas a nivel mundial (48 casos/100.000 mujeres), según datos del Instituto 
Nacional de Cancerología (10). Este virus no solo causa carcinomas celulares 
escamosos y adenocarcinomas de cuello uterino sino que está fuertemente 
asociado con carcinomas vulvares y vaginales así como también cáncer de ano y 
pene y puede ser responsable de ciertos carcinomas en la región de la cabeza y 
del cuello (11).  
En cuanto al  virus de Epstein-Barr (VEB), este se encuentra infectando cerca del 
90% de la población mundial con una mayor incidencia de infección en zonas 
subdesarrolladas, donde los niveles socioeconómicos, culturales, ambientales y 
sanitarios son deficientes (12). El VEB causa varios síndromes como 
Mononucleosis infecciosa, enfermedad Linfoproliferativa ligada al cromosoma X, 
enfermedad Linfoproliferativa post-trasplante, Leucoplasia oral vellosa (13-17) y 
esclerosis múltiple (18); también ha sido asociado con diferentes tipos de cáncer 
humano, como el Linfoma de Burkitt, Carcinoma nasofaríngeo, Linfoma de 
Hodgkin, no-Hodgkin, Linfoma de células T y B, entre otras (14, 19-36). Estudios 
epidemiológicos y de seroprevalencia han demostrado que el Linfoma de Burkitt, 
Carcinoma nasofaríngeo y la enfermedad de Hodgkin son predominantes en 
África, Sureste asiático y en regiones de América del Sur, respectivamente (37-
42). Diversos estudios han demostrado que el VEB es responsable de alrededor 
del 50% de las muertes en pacientes sometidos a trasplantes de algunos órganos 
(43). Estudios recientes en Colombia (Cali) han demostrado una fuerte asociación 
entre el VEB y algunos tipos de Carcinoma Gástrico (neoplasia poco común en 
nuestro país, asociada al VEB), con una incidencia de 4,1 y 1,4 por cada 100.000 
habitantes entre hombres y mujeres respectivamente (28). 
Mediante el uso de péptidos sintéticos se han podido identificar las regiones de las 
proteínas L1 de VPH, implicadas en el reconocimiento e invasión de las células 
epiteliales humanas (44). En cuanto al VEB las proteínas gp85 y gp350 son 
ligados usados por el virus para reconocer e invadir las células humanas.  
Péptidos de estas proteínas o anticuerpos inducidos por estos péptidos podrían 
inhibir la invasión de estos virus y por consiguiente el desarrollo de las 
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enfermedades causadas por ellos. Sin embargo, en general la actividad biológica 
de los péptidos es baja en comparación con la actividad biológica de la proteína 
nativa; hay evidencia experimental que esto es debido a una baja conservación de 
la estructura y disminución de la afinidad de unión debido a una alta entropía 
configuracional del péptido (45). Esta entropía configuracional permite que el 
péptido adquiera diferentes estructuras tridimensionales en solución; algunas de 
estas son muy diferentes a la que esta secuencia tiene en la proteína nativa 
haciendo que parte de las moléculas no puedan interactuar con la proteína; de 
otro lado, la disminución en la entropía en la formación del complejo es grande en 
un péptido con alta entropía configuracional, disminuyendo la afinidad de la 
interacción péptido proteína. 
  
6.2. Virus de Papiloma Humano (VPH) 
El Virus de Papiloma Humano es un virus ADN de doble cadena, clasificado en la 
familia Papillomaviridae (46) con una prevalencia de infección del 2-44% a nivel 
mundial (47). El virus es epiteliotrópico, entrando al organismo a través de 
pequeños cortes o abrasiones de la piel o las mucosas y llega a la capa basal del 
epitelio. Presenta una cápside icosahédrica compuesta de 72 pentámeros, con un 
diámetro de 52-55 nm la cual está constituida en un 90% de la proteína L1 y en un 
10% por la proteína L2 (48). Existen varios tipos de este virus, los cuales han sido 
divididos en dos grupos de acuerdo a su capacidad para producir cáncer: VPH de 
alto riesgo (VPHAR) y VPH de bajo riesgo (VPHBR). Los  Virus de alto riesgo, son 
aquellos implicados en el desarrollo de células cervicales cancerosas, dentro de 
los cuales se encuentran el VPH 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 
73 y 82. Los VPH 26, 53 y 66 son probablemente carcinogénicos (49). Se ha 
demostrado que en América Latina el VPH 16 es el más abundante seguido del 
tipo 58 (50). En Colombia el tipo 16 es la causa del 50% de los carcinomas de 
cérvix (51). La infección es transitoria y el virus es eliminado de 12 a 24 meses 
probablemente por la inducción de una respuesta inmune en alrededor del 90% de 
las mujeres con VPH. La producción de una respuesta neutralizante de 
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anticuerpos contra el VPH de alto riesgo parece proteger a la mujer de adquirir 
lesiones NIC. Solamente un 20% de las mujeres con infección con VPH de alto 
riesgo desarrollarán lesiones NIC y la gran mayoría de estas también eliminaran el 
virus, lo cual subsecuentemente resulta en la desaparición de la lesión (52, 53). 
Cuando la infección con VPH es persistente, se inducen anticuerpos contra la 
cápside (proteínas L1 y L2). El tiempo medio de seroconversión es de 8.3 meses 
después de la infección con el virus (54, 55). Existen dos vacunas aprobadas para 
uso humano contra los VPH tipos 16 y 18; estas vacunas funcionan induciendo 
anticuerpos neutralizantes contra la proteína L1. Sin embargo, estas vacunas 
presentan dos grandes  problemas; uno su alto costo, alrededor de  300 dólares lo 
que hace muy difícil su aplicación masiva en países en vías de desarrollo, los 
anticuerpos inducidos por estas vacunas basadas en VLPs reconocen epitopes no 
conservados lo que hace que protejan solo contra muy pocos tipos de VPH.  
El VPH interactúa con las células epiteliales a través de la proteína L1 (56, 57); 
esta proteína tiene un peso molecular de 56 kDa y se asocian unas con otras 
estableciendo pentámeros los cuales se ensamblan formando partículas similares 
al virus (Virus Like Particles -VLPs). En esta proteína hemos identificado dos sitios 
de unión que el virus utiliza para unirse e invadir las células hospederas y gracias 
a que la estructura de esta proteína ya ha sido determinada se sabe que estos 
sitios están expuestos en la proteína nativa y podrían entrar en contacto con la 
célula hospedera. En estudios anteriores realizados en la FIDIC se encontró que 
las secuencias de los péptidos 18283 (55PNNNKILVPKVSGLQYRVFR74) y 18294 
(284LYIKGSGSTANLASSNYFPT300) parecen contener el sitio de unión de la 
proteína L1 a las células epiteliales ya que estos péptidos presentaron alta 
actividad de unión a células HeLa y Vero y son capaces de inhibir la unión de los 
VLPs tipo 16 a estas células (44); además, son reconocidos por anticuerpos que 
inhiben la invasión y están implicados en protección. Uno de estos fragmentos se 
encuentra localizado en el loop FG, el cual en diferentes estudios ha mostrado ser 
el blanco de anticuerpos neutralizantes (58-70). Adicionalmente, una proteína L1 
quimérica de VPH-11, en la cual en la secuencia de la región del loop FG ha sido 
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cambiada por la secuencia L1 del tipo 16, genera partículas semejantes a virus 
(VLPs) que inducen anticuerpos neutralizantes no solo contra el tipo 11 sino 
también contra el tipo 16 (61); además estas quimeras son reconocidas por sueros 
de pacientes infectados con VPH 11 y 16 (66) . 
 
6.3. Virus de Epstein Barr (VEB) 
Se estima que más del 90% de la población humana esta infectada con el VEB, de 
las cuales el 70% se infecta antes de los treinta años; en adolescentes y adultos 
jóvenes el virus puede ocasionar mononucleosis infecciosa en aproximadamente 
el 50 % de las exposiciones (71, 72). La infección crónica y posterior reactivación 
del VEB esta asociada con enfermedades tales como: linfoma de Burkitt (73), 
enfermedad de Hodgking´s (72, 74), cáncer nasofaringeo  (74, 75), Linfoma de 
células T, Linfomas de células B, cáncer gástrico (75), enfermedades 
linfoproliferativas post-transplante con una incidencia en algunos estudios 
alrededor de 1.48% (76), esta también asociado al síndrome haemofagocitico, al 
Síndrome de Fatiga Crónica (SFC) y la esclerosis múltiple (EM) (77).  
El VEB Se encuentra clasificado dentro de la familia herpesviridae, género:  
Lymphocryptovirus; Subfamilia: γ-virinae cuya característica más importante radica 
en la capacidad de establecerse dentro de células en forma latente, este virus 
posee una cápside icosahédrica que protege el ADN lineal de doble cadena, una 
proteína tegumental que se encuentra entre la nucleocápside y la envoltura que se 
constituye a partir de la membrana nuclear; el genoma del EBV tiene una longitud 
aproximada de 172 Kb dando lugar  aproximadamente a 100 proteínas virales.  
Aunque en condiciones normales existe un balance entre el virus de Epstein-Barr 
y el hospedero humano, en un escenario de inmunosupresión se presenta un 
desequilibrio que favorece el escape del virus a los efectos del sistema inmune, 
presentándose diferentes estrategias virales de evasión como lo son la regulación 
del procesamiento y presentación de antígenos por parte de las células T 
citotóxicas y  modulación de la producción de citoquinas (78). Los efectos del VEB 
sobre las células del sistema inmune están mediados por la producción de un 
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homologo de la IL-10, afectándose la activación de las células T citotóxicas por 
parte de los monocitos y neutrofilos (79); este virus induce apoptosis en neutrofilos 
por la vía Fas/Fas ligando, lo que podría estar contribuyendo con los efectos 
inmunosupresivos de la infección (80). Adicionalmente VEB induce la apoptosis de 
monociticos en presencia de IL- 4  y  factor estimulador de colonias granulocitica, 
inhibiendo el desarrollo de células dendríticas; esto afecta grandemente la 
respuesta inmune contra antígenos exógenos (81). EBV también es capaz de 
rescatar a los monocitos de apoptosis espontánea y aumenta su supervivencia 
mediante la unión de la proteína gp 350 con el receptor de los monocitos lo que  
induce a una producción incontrolada de interleuquina 6 que trae consigo 
diferentes enfermedades asociadas como la esclerosis múltiple (82). Todos estos 
efectos sobre las células del sistema inmune causan graves desordenes a nivel de 
la respuesta inmune tanto humoral como célular, viéndose fuertemente favorecido 
el virus para poder subsistir de manera latente en el organismo. El desarrollo de 
estrategias de bloqueo de la unión de EBV a las células implicadas en su 
replicación o subsistencia es una excelente opción de profilaxis.  Para este fin 
diferentes autores han identificado las principales proteínas víricas implicadas en 
la unión virus-célula y se han identificado algunas de las regiones de contacto de 
este virus, incluyendo aquella que controla la producción de IL-6.   
Recientemente se reportó que anticuerpos contra la gp 350/220 aumentan la 
capacidad del virus de infectar células epiteliales (83), esto sugiere fuertemente 
que para una respuesta inmune efectiva mediada por anticuerpos es necesario 
utilizar más de una región de unión, incluyendo las regiones implicadas en las 
diferentes vías de invasión (dependientes e independientes de gp350) (84). 
 
6.4. Anticuerpos o Inmunoglobulinas. 
Los anticuerpos o  inmunoglobulinas son proteínas del sistema inmune 
especializadas en identificar y neutralizar moléculas foráneas a este organismo o 
moléculas propias modificadas. La molécula de anticuerpo esta formada por 
cuatro cadenas polipeptídicas, dos livianas y dos pesadas. En el humano los 
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anticuerpos pueden ser ensamblados con una de cinco cadenas pesadas 
diferentes (α, γ, δ, ε, µ) dando origen a cinco tipos de anticuerpos diferentes (IgA, 
IgG, IgD, IgE, IgM). Los anticuerpos se pueden encontrar sobre el linfocito B, 
célula que los produce (IgD e IgM), sobre el mástocito (IgE) o en solución en los 
fluidos corporales como la sangre (IgG), la saliva y las secreciones de las 
mucosas (IgA). Cada molécula de anticuerpo es producida por un linfocito B 
diferente y un ser humano puede producir un repertorio de más de 100 millones de 
anticuerpos diferentes, adicionalmente cada molécula de anticuerpo puede 
reconocer más de una molécula diferente lo que aumenta la capacidad de 
reconocimiento de antígenos.  Los linfocitos B pueden aumentar la afinidad de los 
anticuerpos que producen en un proceso controlado por  la interacción con el 
antígeno.  
Todas las inmunoglobulinas tienen dos sitios de unión para reconocer las 
moléculas (antígenos a los que se unen).  Estos dos dominios variables (también 
llamados sitios de combinación de los anticuerpos o paratope), están formados por 
seis segmentos polipeptídicos de las regiones variables N- terminal, tres de la 
pesada y tres de la liviana, llamados CDRs por su sigla en ingles Complementarity 
Determinant Regións. Estos CDRs muestran variabilidad en la secuencia y en el 
número de residuos (inserciones y deleciones) y son los responsables del 
reconocimiento multiespecífico de muchas estructuras epitópicas. La flexibilidad 
relativa de las vueltas reversas que conforman los CDRs permiten los ajustes 
conformacionales durante la interacción con el antígeno; diferentes áreas de la 
superficie de los CDRs pueden ser usadas por diferentes antígenos. La presencia 
de residuos G, P y N determinan en gran parte la deformabilidad de los CDRs. 
Alrededor del 50% de los residuos de los CDRs implicados en el paratope y en 
contacto con el antígeno son aromáticos, principalmente W, F, Y (85). El aumento 
en la proporción de residuos aromáticos en comparación con los residuos 
alifáticos, aumenta la adhesividad del paratope (86). Es raro encontrar en los 
CDRs residuos alifáticos pequeños, como V, I, y L, que aunque contribuyen a la 
unión del ligando a través de interacciones de van der Waals y el efecto 
35 
 
hidrofóbico, presentan una contribución entrópica negativa a la unión del ligando 
por los grados de libertad rotacional que tienen (Figura 1). 
 
 
Figura 1. Estructura tridimensional de una inmunoglobulina. Representación en cintas de una de las primeras 
estructuras de una inmunoglobulina completa IgG2 depositadas en el Banco de Estructura de Proteínas (PDB número de 
acceso 1IGT). En rojo y verde se presentan las cadenas pesadas de la inmunoglobulina, en amarillo y azul, las cadenas 
livianas. Los Fabs y Fvs contienen las regiones de unión al antígeno. El Fv contiene las regiones variables. Los CDRs están 
en la puntas de los Fv. Esta estructura fue construida con el programa VMD (Visual Molecular Dynamics) versión 
1.8.4.(Biochemistry 1997 Feb 18;36(7):1581-97. Refined structure of an intact IgG2a monoclonal antibody. Harris LJ, Larson 
SB, Hasel KW, McPherson A.) 
 
 
6.5. Funciones de los anticuerpos 
Los anticuerpos presentan varias funciones biológicas; si el antígeno presenta 
múltiples epitopes el anticuerpo puede aglutinarlo formando complejos 
macromoleculares gigantes; estos complejos pueden activar el sistema del 
complemento o activar células efectoras como las células fagocíticas y los 
eosinofilos; a través de las regiones Fc del anticuerpo. Otra de las funciones es la 
neutralización; en esta los anticuerpos se unen al antígeno para evitar que 
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interactúe con otras moléculas. Este proceso es clave debido a que impide que las 
toxinas se unan a su receptor inhibiendo su actividad biológica e imposibilita a los 
microorganismos para invadir a células hospederas; pero también es el 
responsable de muchas de las enfermedades autoinmunes (87). 
6.6. Anticuerpos e infección de microorganismos 
Los anticuerpos pueden evitar la comunicación molecular que establece el 
microorganismo con la célula hospedera y de esta forma inhiben la invasión del 
microorganismo. La interacción entre el microorganismo y la célula hospedera se 
puede inhibir mediante dos mecanismos generales: En uno los anticuerpos se 
unen al ligando del microorganismo en una región cercana al sitio de contacto con 
el receptor y evitan la interacción entre el receptor y el ligando  mediante 
impedimento estérico causado por la molécula de anticuerpo. En el otro 
mecanismo, el anticuerpo se une al sitio de contacto del ligando y evita la 
interacción entre el receptor y el ligando. Este último mecanismo parece ser tener 
mayor relevancia para controlar la unión de los microorganismos ya que las 
regiones a las que se une el anticuerpo no fijan mutaciones tan fácilmente ya que 
es muy poco probable que una mutación no altere la capacidad de unión de esta 
región. De hecho estas regiones son muy conservadas dentro de las diferentes 
especies y tipos de los microorganismos. Esto hace que estas regiones sean un 
blanco ideal para el desarrollo de medicamentos o vacunas que eviten la infección 
y por consiguiente la enfermedades producidas por estos microorganismos (87). 
Sin embargo, no todos los anticuerpos dirigidos contra las regiones del 
microorganismo usadas en el reconocimiento de las células hospederas son 
capaces de inhibir la invasión del microorganismo ya que estos anticuerpos deben 
ser: de alta afinidad o en otras palabras que el cambio en la energía libre en la 
unión microorganismo-anticuerpo sea mayor que el cambio en energía libre en la 
unión receptor-ligando, para que el anticuerpo pueda competir con el receptor por 
la unión al ligando. El anticuerpo debe presentar una alta constante de velocidad 
de asociación al ligando; esto permitirá que el anticuerpo y el microorganismo 
puedan interactuar durante el corto tiempo que están en contacto antes de que el  
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microorganismo invada la célula hospedera. La concentración del anticuerpo en 
los fluidos corporales debe ser lo suficientemente grande para que haya un 
bloqueo efectivo de los ligandos de estos microorganismos usados en la invasión 
de las células hospederas. Bajas concentraciones del anticuerpo disminuyen la 
velocidad de asociación del anticuerpo al antígeno y la relación de complejos 
antígeno-anticuerpo sobre anticuerpo libres. Por vacunación se pueden lograr y 
sostener fácilmente concentraciones de anticuerpo que van desde 10 µg/ml (67 
nM) hasta 100 µg/ml (670 nM) (6). 
Durante una infección natural estas regiones de reconocimiento de los 
microorganismos presentan una pobre inmunogenicidad esto parece ser debido a 
que las regiones inmunodominantes interfieren con la respuesta inmune contra las 
secuencias funcionalmente importantes; generando anticuerpos que reconocen 
regiones polimórficas, anticuerpos bloqueadores entre otros. Una forma de enfocar 
la generación de anticuerpos hacia las regiones del microorganismo usadas en la 
unión a la célula hospedera es usar como inmunógenos péptidos sintéticos, que 
contengan toda o parte de esta región de unión. Estos anticuerpos antipéptido 
reconocen epitope putativamente críticos, protectivos y de otra manera crípticos al 
sistema inmune (1).  
 
6.7. Inmunogenicidad de los péptidos 
Los péptidos usualmente presentan baja inmunogenicidad y los anticuerpos 
inducidos por estos presentan baja reactividad cruzada con la proteína nativa (baja 
afinidad), debido en parte a su bajo peso molecular, a la restricción genética de la 
respuesta como consecuencia de la presencia de un número limitado de epitopes 
de células T y a que el péptido en solución no conserve la estructura que esta 
secuencia tiene en la proteína nativa y en general presenta diferentes estructuras, 
de energías muy similares (alta entropía configuracional de la cadena peptídica). 
La alta entropía configuracional del péptido es en parte responsable de la 
generación de una gran diversidad de anticuerpos antipéptido de reconocimiento 
variado y permite incluso que los anticuerpos sean capaces de inducir grandes 
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cambios estructurales en el péptido. Frecuentemente los anticuerpos antipéptido 
inducen una conformación vuelta reversa en el péptido, como se ha reportado en 
las estructuras cristalográficas; por ejemplo ha sido reportada la estructura 
cristalográfica de un péptido unido a un anticuerpo en el cual el péptido forma una 
vuelta reversa profundamente embebido en el sitio de unión del anticuerpo, a 
pesar de que esta secuencia en la proteína nativa forma parte de una α hélice (88, 
89). Sin embargo, esto no ocurre aleatoriamente en cualquier secuencia peptídica; 
si el péptido presenta una estructura estable en solución, el anticuerpo no puede 
inducir grandes cambios conformacionales en la estructura del péptido; como se 
ha reportado que en varios péptidos de hemaglutinina, unidos a fragmentos Fab, 
la estructura del péptido unido al anticuerpo y la estructura de esta secuencia en la 
hemaglutinina nativa no sufre grandes cambios estructurales excepto para una 
interacción adicional con una molécula de agua, lo mismo se ha observado en el 
caso de un péptido de HIV unido al Fab 50.1, el cual corre a lo largo de una 
hendidura de 25 Å (88, 90). 
A pesar de la creencia general de que los péptidos en solución no tienen una 
estructura estable definida, se han reportado péptidos cortos que en solución 
acuosa forman α hélices estables; el péptido (C 13 res) y el péptido S (20 res) 
(91); incluso algunos de estos péptidos se han podido cristalizar y se les ha 
determinado la estructura como es el caso de un péptido de 12 residuos que forma 
una α hélice, capaz de generar un complejo auto asociado no covalente (92, 93). 
La generación de anticuerpos antipéptido de reacción cruzada con la proteína 
nativa requiere una alta similitud entre la estructura física y química del péptido y 
de la proteína ya que en la formación del complejo-antígeno anticuerpo la 
estructura de las moléculas juega un papel determinante. Además a partir de las 
coordenadas espaciales del complejo y de las moléculas libres se pueden 
encontrar los factores estructurales que contribuyen a los componentes entálpico y 
entrópico de la energía libre de formación del complejo. 
 
6.8. Interacción Péptido Anticuerpo  
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Los péptidos son moléculas formadas por aminoácidos que presentan una gran 
movilidad gracias a la rotación sobre los enlaces carbono α − carbono carbonílico 
y carbono α - nitrógeno del amino. Esta gran movilidad es la responsable del alto 
número de configuraciones estructurales que el péptido puede tener en solución y 
de la baja reactividad cruzada que presentan los péptidos con los anticuerpos 
inducidos por la proteína nativa o los anticuerpos antipéptido con la proteína nativa 
(94). El cambio de energía libre que se presenta cuando péptido se une al 
anticuerpo es debido a dos grandes contribuciones: la contribución entálpica, 
mediada por los puentes salino, las fuerzas de van der waals y los enlaces de 
Hidrógeno; y la contribución entrópica mediada por los cambios de entropía de las 
moléculas interactuantes y de las moléculas de agua. Si el epitope energético, 
presente en la proteína nativa, se conserva en el péptido, los cambios de afinidad 
del anticuerpo entre el péptido y la proteína nativa son debidos a diferencias en el 
cambio de entropía de unión. Esto en gran medida ha limitado el uso de los 
péptidos en el diseño de vacunas peptídicas. Sin embargo, en los últimos años se 
ha trabajado a nivel físico químico para lograr estabilizar la estructura peptídica y 
de esta forma aumentar la reactividad cruzada. Dos de las estrategias más usadas 
son: la inclusión de enlaces covalentes entre diferentes partes del péptido para 
restringir el número de estructuras posibles; en general se cambian puentes de 
hidrógeno por enlaces covalentes (95) o se introducen puentes disulfuro entre 
regiones adyacentes del péptido (96). Otra estrategia es disminuir la entropía 
configuracional del péptido cambiando aquellos aminoácidos que le dan mayor 
movilidad a la cadena peptídica, por ejemplo, en una alfa hélice una Glicina se 
puede cambiar por una Leucina disminuyendo enormemente el número de 
configuraciones posibles (97). Sin embargo los cambios de amino ácido no deben 
variar las regiones que entran en contacto durante la interacción molecular; por 
ejemplo se ha encontrado un efecto profundo en el reconocimiento cuando la Y es 
cambiada por F (88, 98).  La disminución de la entropía configuracional ayuda a 
estabilizar las estructura del péptido restringiendo el número de conformaciones 
que la molécula puede adquirir.  
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El mayor determinante en la estabilidad de la α  hélice, es la pérdida de entropía 
de las cadenas laterales y en menor proporción el entierro de una superficie 
hidrofóbica en la formación de la hélice (99, 100). Dada la abundancia de hélices 
en las proteínas, esta es una estructura claramente favorecida bajo condiciones 
fisiológicas (99). El estudio de péptidos estructurados ha generado el conocimiento 
para diseñar de novo péptidos estructuralmente muy estables (89, 100-106); estos 
estudios muestran que la entropía conformacional es la principal fuerza 
desfavorable que hay que vencer para estructurar un péptido ya que el 
enrollamiento de una proteína o péptido, induce una gran reducción en la entropía 
conformacional reduciendo el número de conformaciones accesibles al esqueleto 
y a las cadenas laterales del polipéptido. Variaciones relativamente pequeñas en 
entropía conformacional dan origen a grandes cambios en la estabilidad de la 
proteína (107). 
 
6.9. El papel de la entropía en la estabilidad de la hélice α 
Un amino ácido en conformación de  hélice α que sufre un desenrollamiento, 
genera cambios de entropía configuracional que incluye átomos del esqueleto y de 
la cadena lateral, excepto para la Alanina, cuyo grupo metilo no tiene restricciones 
de movilidad. En la transición péptido estructurado - péptido desenrollado, el 
cambio de entropía puede ser escrito así: 
 
ΔS = ΔS* + (ΔCp,apo + ΔCp,pol) ln(T/Ts*) 
 
La temperatura a la cual la contribución apolar al cambio entrópico es cero (Ts*), 
se usa como temperatura de referencia. ΔS* es evaluada a Ts*, el valor Ts* ha 
mostrado ser el mismo para todos los procesos que involucran la transferencia de 
superficie apolar al agua y tiene un valor de 112±1 oC (108). 
Los cambios de entropía, entalpía y capacidad calorífica pueden ser calculados a 
partir de cambios en al área polar y apolar accesible, basados en las coordenadas 
atómicas. Los cambios de entropía configuracional calculados para cada amino 
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ácido basados en datos de energía libre de desenrollamiento de tres proteínas y 
sus mutaciones por Glicina aparecen a continuación (109):  
 
Residuo  ΔΔS (112)  ΔΔS (112)  ΔΔS (112) 
Barnase  OD   T4-44 
A   -2,53   -2,06   -2,70 
R   -3,68   -3,38   -3,68 
N    1,05    1,66    0,58 
D   -0,91   -0,74   -1,65 
C    1,05    0,58   -0,05 
Q    0,74    1,07   -0,50 
E    1,46    1,76    0,89 
G    0,0    0,0    0,0 
H    1,51    1,74    0,03 
I    0,59    0,15   -1,89 
L   -0,84   -1,04   -2,04 
K    0,62   -1,09    0,59 
M   -1,05   -0,72   -1,92 
F    0,42   -0,22   -0,82 
S    0,002    0,50   -0,1 
T    0,41    0,45   -0,99 
W    0,62   -0,66   -1,09 
Y    0,77    0,51   -1,34 
V    0,73    0,36   -1,28 
 
En la tabla anterior los cambios de entropía configuracional, de los diferentes 
amino ácidos, están referidos a Glicina (ΔΔSGly = 0). Un valor negativo de ΔΔS, 
indica que este residuo pierde menos entropía que la Glicina en la formación de 
una α hélice y un valor positivo, que este residuo pierde más entropía que la 
Glicina (109). Los cambios de entropía configuracional incluyen cambios debidos 
al esqueleto y cambios debidos a la cadena lateral. Si el ΔΔS (112°C) de la 
Alanina es restado del ΔΔS (112°C) para los restantes amino ácidos, excepto para 
la Glicina, el valor resultante deberá reflejar predominantemente los cambios de 
entropía de la cadena lateral más los términos remanentes de orden mayor que 
contribuyen a la restricción de entropía del esqueleto (109). Excepto para los 




Una cadena peptídica de n átomos tiene 6xn grados de libertad; de estos, la 
rotación alrededor de ángulos dihedrales de enlaces sencillos son los que más 
contribuyen al cambio de entropía configuracional de la cadena lateral, para 
procesos a temperatura constante. Teniendo en cuenta esto y con los datos de la 
tabla anterior se calculan las entropías y los cambios de entropía de las cadenas 
laterales expuestas en una α hélice y expuestas en una cadena desenrollada 
 
Residuo  Su (CR)  Sex   Su - Sex 
   cal / K mol  cal / K mol  cal / K mol 
A   0,00   0,00   0,00 
R   6,27   7,11   -0,84 
N   5,53   3,29   2,24 
D   4,16   2,00   2,16 
C   4,16   3,55   0,61 
Q   7,14   5,02   2,13 
E   5,80   3,53   2,28 
G   0,00   0,00   0,00 
H   4,23   3,44   0,79 
I   2,42   1,74   0,67 
L   1,88   1,63   0,25 
K   6,88   5,86   1,02 
M   5,13   4,55   0,59 
F   4,29   2,78   1,51 
S   4,23   3,68   0,55 
T   3,79   3,31   0,48 
W   3,89   2,74   1,15 
Y   5,90   4,16   1,74 
V   1,41   0,12   1,30 
 
Los cambios de entropía conformacional asociados con el desenrollamiento de 
proteínas o péptidos pueden ser divididos en tres términos: 
 
• ΔSbu-ex, el cambio de entropía asociada con la transferencia de una 
cadena lateral que está enterrada en el interior de la proteína a la 
superficie. 
• ΔSex-u, el cambio de entropía ganado por una cadena lateral expuesta en 
la superficie cuando el esqueleto del péptido se desenrolla. 
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• ΔSbb, el cambio de entropía ganado por el esqueleto durante el 
desenrollamiento. 
 
La entropía ganada por el esqueleto es función de las restricciones estéricas 
impuestas por la cadena lateral del amino ácido; ΔSbb es máxima para la Glicina y 
del orden de 5,5 cal/K mol, la presencia de un carbono β reduce ΔSbb por –2,4 
cal/K mol. La presencia de constituyentes de cadena lateral adicionales tiene 
efectos insignificantes excepto quizás para Valina, Treonina e Isoleucina en los 
cuales las ramificaciones en el carbono β pueden inducir restricciones adicionales. 
El cambio total de entropía configuracional asociado con el desenrollamiento de 
una proteína será una función de la composición de amino ácidos, así como 
también de la fracción de cadenas laterales que están enterradas en el interior de 
una proteína. De acuerdo a la partición de la entropía configuracional discutida 
arriba, solo aquellos amino ácidos que están enterrados contribuyen a ΔSbu-ex, 
mientras todos los amino ácidos contribuyen a ΔSex-u y ΔSbb. En principio los 
resultados publicados indican que el ΔG de enrollamiento y de unión puede ser 
estimado por el método aquí descrito (109). La estabilidad de la estructura de un 
péptido o una proteína puede ser determinada estudiando termodinámicamente su 
desensamblaje (desenrollamiento); el cambio de energía libre que se observa 
cuando una molécula estructurada se desenrolla es una medida directa de la 
estabilidad de la molécula (110).  
 
6.10. Termodinámica de las interacciones bimoleculares 
El estudio termodinámico de las interacciones bimoleculares es esencial en la 
identificación de las fuerzas involucradas en la afinidad y la especificidad; la 
información presente en ΔG, ΔH, ΔS y ΔCp, puede proveer pistas acerca del 
mecanismo de unión de estas moléculas (111). El modelo de asociación de dos 
moléculas puede dividirse en dos pasos; en un primer paso se presenta la 
penetración mutua de las capas de hidratación de las dos moléculas causando 
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desorden del solvente y en el segundo paso se estabiliza el complejo por 
interacciones de corto rango. El cambio neto de energía libre para el proceso de 
asociación es principalmente determinado por el cambio de entropía positivo que 
acompaña el primer paso y el cambio negativo de entalpía del segundo paso 
(112). La pérdida producida en los grados de libertad rotacional, translacional e 
internos, los cuales forman parte del cambio de entropía (ΔS) involucrado en la 
formación del complejo, es el término energético que más se opone a la formación 
del complejo bimolecular; por el contrario la energía hidrofóbica proveniente de las 
superficies apolares que son enterradas en los sitios de reconocimiento (aprox. 25 
cal/Å2) y la energía electrostática de los puentes de hidrógeno son los términos 
energéticos que más favorecen la asociación de estas dos moléculas. 
En el caso particular del complejo antígeno-anticuerpo los datos calorimétricos 
disponibles indican que la mayor contribución a la energía libre de unión la aporta 
la entalpía de unión (108). Las contribuciones entálpicas vienen de las 
interacciones de van der waals, los puentes de hidrógeno y los puentes salinos 
(113, 114). La formación del complejo proteína - proteína involucra el reemplazo 
de puentes de hidrógeno que los átomos de la superficie hacen con el agua, por 
puentes de hidrógeno proteína - proteína. Aunque la energía absoluta de un 
puente de hidrógeno esta en el rango de 25-42 kJ/mol (6-10 kcal/mol), la energía 
del puente de hidrógeno proteína-proteína y proteína-agua es comparable, en 
consecuencia el hecho que 2 residuos formen contactos directos, en una interfase 
proteína - proteína no necesariamente indica que existe una interacción 
productiva. El ΔG de formación del puente de hidrógeno depende de: la distancia 
entre los átomos, la geometría de los grupos y el ambiente dieléctrico (los puentes 
de hidrógeno formados en el interior de las moléculas son más fuertes, que los de 
la superficie debido a los cambios en la constante dieléctrica) (86). El ΔG de 
formación del puente de hidrógeno ha sido estimado alrededor de –2kJ/mol (-0,5 
kcal/mol) para átomos sin cargas formales y alrededor de –6 kJ (-1,5 kcal) y más 
para átomos formalmente cargados (115, 116); esto es equivalente a enterrar 150 
Å2 de área hidrofóbica (86). Esta energía es aproximadamente 10 veces más 
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grande que la energía térmica de movimiento; por consiguiente la formación de 
puentes de hidrógeno, en la interfase molecular, no es solo estabilizante sino 
requerida cuando el epitope antigénico contiene átomos polares. Cuando hay 
pérdida de puentes de Hidrógeno, puentes salinos y contactos de van der Waals 
hay una disminución significativa en el cambio de entalpía (86); esto puede 
disminuir el ajuste del antígeno en el paratope, debilitando así la contribución 
hidrofóbica en otros sitios dentro del paratope (117). 
Dada la alta ocurrencia de residuos aromáticos (especialmente Y y en menor 
proporción W) en el paratope del anticuerpo, estos pueden contribuir 
significativamente a la energía libre de unión debido a sus grandes áreas 
superficiales y debido a que tienen una entropía conformacional relativamente baja 
(113, 118). La selección de Y en oposición a F puede reflejar la necesidad de 
mantener la solubilidad el anticuerpo libre. El entierro en el sitio de unión del anillo 
aromático de la Y es favorecido entalpicamente a 25º C, con un cambio de 
entropía negativo (117). Parte del ΔH exotérmico calculado para la contribución del 
grupo fenilo a la unión del antígeno podría reflejar la reformación de puentes de 
hidrógeno agua - agua, ya que hay evidencia experimental de la formación de 
puentes débiles de hidrógeno entre el agua y la nube electrónica π del anillo 
bencénico. Se ha calculado que estos podrían contribuir hasta 3 kcal/mol a la 
energía libre de unión (86). 
 
El cambio entrópico involucrado en la interacción antígeno anticuerpo es debido a 
cambios en los grados de libertad conformacional del esqueleto y de las cadenas 
laterales, congelamiento de las cadenas laterales en el bolsillo de unión de la 
molécula de IgG y un termino estadístico proveniente del cambio de número de 
partícula en solución. La reducción neta de entropía debido a restricciones en la 
libertad translacional y rotacional en la formación del dímero podría ser de 7 ± 4 
cal/K mol (115). Para el caso de un péptido que se une a un anticuerpo la 
reducción de entropía configuracional es mayor teniendo en cuenta que los 
péptidos generalmente no adoptan una sola conformación en solución y que el 
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anticuerpo restringe los grados de libertad rotacional alrededor de los ángulos 
torcionales del péptido (114). A pesar de esto, en la unión de un péptido altamente 
móvil a un anticuerpo puede haber una contribución entrópica neta positiva debido 
al hundimiento de una gran área hidrofóbica como ha sido reportado (119). El 
cambio drástico de entropía configuracional que acompaña la formación del 
complejo péptido-anticuerpo puede disminuirse si la estructura de más baja 
energía del péptido en solución coincide con la estructura del péptido unido al 
anticuerpo (119). 
 
Los cambios de entropía configuracional que sufre el péptido cuando se une al 
anticuerpo pueden ser calculados como la diferencia en entropía configuracional 
de todas las cadenas laterales entre el estado inicial y el estado final, teniendo en 
cuenta todos los enlaces simples antes y después de la reacción de unión, así: 
 
ΔSconf = Σ ΔSex-u + Σ ΔSbu-ex + ΔSbb 
 
ΔSex-u es el cambio de entropía que sufre una cadena lateral que esta expuesta 
en el solvente y que viene a ser enterrada en la formación del complejo. ΔSbu-ex 
es el cambio de entropía que sufre la cadena lateral que está expuesta cuando en 
la formación del complejo se restringe el movimiento del esqueleto. ΔSbb es el 
cambio de entropía que sufre el esqueleto en la formación del complejo. El término 
ΔSbb es debido casi en su totalidad al péptido ya que el esqueleto del anticuerpo 
prácticamente está fijo en una conformación; ΔSbb es una función de la longitud 
de la cadena peptídica, la composición, la presencia de puentes disulfuro y otros 
enlaces covalentes en el esqueleto (114). 
Usando datos de desenrollamiento de una α hélice se han calculado las 
contribuciones de cada amino ácido a los diferentes términos de la entropía 
configuracional. Estos valores pueden ser usados para hacer cálculos 





Residuo  ΔSbu-ex  ΔSex-u  ΔSbb 
A   0,00   0,00   4,1 
R   7,11   -0,84   3,4 
N   3,29   2,24   3,4 
D   2,00   2,16   3,4 
C   3,55   0,61   3,4 
Q   5,02   2,12   3,4 
E   3,53   2,27   3,4 
G   0,00   0,00   6,5 
H   3,44   0,79   3,4 
I   1,74   0,67   2,18 
L   1,63   0,25   3,4 
K   5,85   1,02   3,4 
M   4,55   0,58   3,4 
F   1,40   2,89   3,4 
S   3,68   0,55   3,4 
T   3,31   0,48   2,18 
W   2,74   1,15   3,4 
Y   2,78   3,12   3,4 
V   0,12   1,29   2,18 
 
ΔSbu-ex, ΔSex-u fueron obtenidos del articulo de Lee y colaboradores (109). 
 
En la interacción bimoleculares el solvente interviene activamente en la energía de 
unión ya que las moléculas de agua que se encuentran en la interfase de unión 
deben ser removidas para permitir la unión, además en menor extensión se 
presentan cambios en la hidratación de algunos grupos polares. La liberación de 
agua estructurada de las áreas de contactos apolares proteína-proteína (el 
rompimiento de un enmallado ordenado de solvente en el antígeno y el anticuerpo) 
dan origen al efecto hidrofóbico (120). Esto genera un aumento en la entropía del 
sistema compensando en parte la pérdida de entropía configuracional del antígeno 
y el anticuerpo (107). El efecto hidrofóbico puede llegar a ser el efecto energético 
predominante en la interacción antígeno anticuerpo como se observa en la 
formación del complejo Digoxina anticuerpo. En esta interacción todos los 
contactos son no polares y no hay puentes de hidrógeno o interacciones de 
grupos cargados; el complejo tiene una constante de disociación de 0,1 nM. O en 
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la formación de un complejo trisacárido-anticuerpo, en donde la tercera parte de la 
energía de unión es debida a una contribución favorable de la entropía (121, 122). 
En algunos casos la contribución hidrofóbica se ve restringida por retención de 
moléculas de agua en la interfase antígeno anticuerpo y por reclutamiento de 
moléculas de agua adicionales en la formación del complejo. De hecho, se ha 
reportado la formación de un enmallado extensivo de moléculas ordenadas de 
agua uniendo el antígeno y el anticuerpo a través de un gran número de puentes 
de hidrógeno, sugiriendo que la entalpía de hidratación debe ser un factor 
importante en la estabilización del complejo (118, 120). Además moléculas de 
agua en la interfase pueden actuar como adaptadores para corregir 
imperfecciones cuando el ajuste entre las interfases no es completo (118). 
 
La constante de afinidad del complejo bimolecular está directamente relacionada 
con la energía libre de formación del complejo así: 
 
RT Ln Ka = ΔG = ΔH - TΔS 
 
En el caso de la interacción antígeno-anticuerpo las constantes de afinidad del 
complejo están en el rango entre 0,17 – 8800 nM. Un contacto intimo entre tres o 
cuatro amino ácidos del antígeno y el anticuerpo parece ser suficiente para 
generar estas afinidades. El incrementó del tamaño de un epitope arriba de 400-
500 de peso molecular no necesariamente incrementa la afinidad de unión. En el 
caso de antígenos proteicos las constantes de afinidad rara vez exceden de 10-11 
M (93); este límite superior probablemente refleja la dificultad de conseguir un alto 
grado de ajuste estérico y químico entre las superficies del antígeno y el 
anticuerpo. 
 
La discriminación entre antígenos cercanamente relacionados surge de la 
complementaridad física y química entre el epitope y el paratope y a una carencia 
de conflictos estéricos (123). Un anticuerpo mono específico es capaz de 
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interactuar con muchos ligandos diferentes pero uno solo tiene una afinidad mayor 
que el resto; la pérdida de un puente de Hidrógeno puede disminuir 10 veces la 
constante de afinidad (ΔG=1,37 kcal/mol) y hasta 1000 veces (4,12 kcal/mol) si el 
puente de Hidrógeno involucra residuos cargados. En complejos péptido-
anticuerpo se han reportado constantes tan altas como 14 nM, la cual es debida a 
que el sitio de unión en el anticuerpo es muy profundo y angosto; incrementando 
marcadamente el área enterrada y creando un volumen del cual es fácil excluir el 
solvente simplemente llenando la cavidad (119). 
 
El sistema inmune debe producir anticuerpos de alta afinidad y especificidad ya 
sea con el repertorio primario o con la posterior maduración de la afinidad. Esta 
rápida respuesta parece ser debida a la flexibilidad del anticuerpo de la línea 
germinal que le permite adaptarse y unirse a una variedad de antígenos (124). La 
afinidad por el antígeno aumenta con la maduración del anticuerpo, por ejemplo se 
ha reportado un aumentó de la afinidad entre la línea germinal del anticuerpo y el 
anticuerpo maduro, que lleva las constantes de disociación de 135 uM a 10 nM 
(125). Uno de los factores que más influyen en la afinidad son los cambios 
conformacionales que ocurren en la región variable del anticuerpo de la línea 
germinal en respuesta a la unión; estos cambios vienen a ser preorganizados en el 
anticuerpo maduro (restricción entrópica), incrementando la rigidez de la 
estructura del anticuerpo (125). 
 
Numerosos estudios muestran que los residuos cargados eléctricamente 
generalmente desfavorecen la unión de moléculas, debido principalmente a que la 
formación del complejo no compensa totalmente el cambio desfavorable en la 
electrostática de solvatación; es decir las interacciones electrostáticas de rango 
largo tienen poco efecto en la formación del complejo, en consecuencia las 
diferencias en afinidad recaen en las interacciones electrostáticas de corto rango 





Estudios estructurales muestran que se presenta una caída sustancial en la 
afinidad cuando los residuos claves directamente involucrados en interacción con 
el anticuerpo son cambiados, debido principalmente a factores entálpicos y no 
entrópicos (126, 127). La sustitución de uno de los residuos críticos disminuye la 
constante de afinidad en 2-3 órdenes de magnitud; sustituciones en otros sitios 
solo tienen efectos pequeños en las constantes de afinidad (5). 
 
6.11. Cinética de las interacciones bimoleculares 
El estudio termodinámico de la interacciones bimoleculares da información acerca 
de las fuerzas involucradas en la interacción y la estabilidad del complejo: dice si 
una reacción puede proceder y cual será el rendimiento pero no da información 
acerca del tiempo requerido para que esta reacción se realice; para esto es 
necesario determinar las velocidades de reacción y las constantes velocidades de 
asociación y disociación de formación del complejo. En el equilibrio las constantes 
de velocidad de asociación y disociación están correlacionadas con la constante 
de afinidad, así: 
 
Ka = Kon / Koff 
 
Ka, es la constante de afinidad, Kon es la constante de velocidad de asociación y 
Koff es la constante de velocidad de disociación. En la interacción antígeno 
anticuerpo las constantes de velocidad de asociación varían poco y los cambios 
de afinidad parecen ser debidos a variaciones en las constantes de velocidad de 
disociación; una disminución en la velocidad de disociación del complejo aumenta 
la afinidad de formación del complejo. Las constantes de velocidad de asociación 
están en el rango de 0,03 – 24 x 104 M-1s-1, comparando las velocidades de 
asociación con las velocidades de colisión de proteínas (alrededor de 109m-1s-1, 
basados en coeficientes de difusión de alrededor de 10-6 cm2s-1 en agua), una de 
cada 100 colisiones permite la asociación de los complejos más eficientes y una 
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en 10000 en los menos eficientes. Teniendo en cuenta que las interfases cubren 
solamente 5-20% de la superficie de la proteína muchas de las colisiones en la 
superficie de contacto permiten una asociación estable. Es probable que 
inicialmente una fracción de las posibles interacciones forme un complejo laxo que 
luego isomeriza a una estructura estable con un empacamiento correcto de las 
interfases. Un reacomodamiento de la posición de algunas de las cadenas 
laterales interactuantes, sobre todo en las regiones de mayor movilidad, genera 
una disminución de hasta 100 veces en las constantes de velocidad de asociación 
(118). 
 
Las constantes de velocidad de disociación están en el rango de 0.9 – 19000 x 10-
5 s-1. Lo que origina tiempos de vida media de 3 s para complejos de baja afinidad 
a tiempos de vida media 22 horas, para complejos de alta afinidad (123). Los 
cambios en las velocidades de disociación se deben principalmente a la 
estabilidad del complejo y a que tan fácil o difícil es adquirir la energía necesaria 
para disociar el complejo del medio en el que se encuentran las moléculas. 
Las regiones de contacto de las proteínas pertenecen a las partes más expuestas 
de la superficie de estas; en general, no coinciden con los máximos de los 
promedios de los factores B obtenidos de los datos cristalográficos y rara vez 
ocurren en las partes excepcionalmente flexibles del esqueleto de la proteína (86). 
Probablemente debido a que en estos segmentos la pérdida de entropía podría 
ser una fuerza significativa contra la formación del complejo. Los sitios de unión de 
las proteínas presentan alguna flexibilidad que le permite adaptarse a la región de 
unión maximizando la complementariedad molecular; esto se conoce como el 
modelo de unión “The Induced Fit” y en los últimos años ha ido emergiendo un 
consenso general a favor de este modelo (127). En el caso de los epitopes 
reconocidos por los anticuerpos la mayoría son discontinuos formados por 
residuos separados entre 2 y 5 residuos (118); hay una proporción 
aproximadamente igual de hélices, hojas y fragmentos no estructurados (128). 
Interesantemente la localización de epitopes continuos tiende a correlacionarse 
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con hidrofilicidad, accesibilidad y flexibilidad de segmentos cortos de las cadenas 
polipeptídicas; parte de la movilidad de estos sitios antigénicos puede ser retenido 
en el péptido unido al anticuerpo (93). 
En resumen las interacciones bimoleculares ocurren sobre áreas estéricas y 
eléctricamente complementarias, esto es parches hidrofóbicos interactúan con 
parches hidrofóbicos; átomos de carácter polar interactúan con átomos de carga 
opuesta y aceptores y donores de protones están involucrados en puentes de 
hidrógeno (63). En el caso del complejo antígeno –anticuerpo la hidrofobicidad de 
la interfase (-0,22), es muy similar a la del exterior de la proteína (-0,24). El 
número total de residuos involucrados en el sitio de reconocimiento en los 
diferentes complejos está alrededor de 34 ± 7 (de 15-22 residuos por molécula). 
Los residuos en la interfase están conformados principalmente por I, L, M, F, V, G, 
C, H, W y Y. La complementaridad química es mediada por 8-15 puentes de 
hidrógeno con un promedio de 10 y hasta 3 puentes salinos entre el antígeno y el 
anticuerpo. Los puentes de hidrógeno involucran átomos de la cadena lateral. Las 
superficies que las proteínas individuales entierran en el sitio de reconocimiento 
están entre 600-1000 Å2. El área total en el sitio de reconocimiento antígeno 
anticuerpo es de 1600 ± 350 Å2. La complementariedad estructural es tal que las 
moléculas de agua son excluidas de muchas áreas interactuantes (93). La unión 
del antígeno involucra pequeños cambios conformacionales de baja energía, los 
cuales facilitan un empacamiento estrecho y la formación de puentes de hidrógeno 
en la interfase. Algunas veces se presentan desprotonaciones de una cadena 
lateral. La especificidad de la interacción es el resultado de la complementariedad 
física y química de las superficies interactuantes (112). Las asociaciones eléctricas 
incorrectas no son permitidas debido a unas entalpías desfavorables ya que no 
hay un ajuste adecuado y hay pérdida de puentes de hidrógeno hechos con el 
agua. Las interacciones de un anticuerpo con antígenos relacionados son 
caracterizadas por compensación entálpico-entrópica; esto es, las contribuciones 
entrópicas y entálpicas opuestas aproximadamente se balancean unas a otras. Un 
mecanismo propuesto para la compensación entrópica es el incrementó en la 
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movilidad de las cadenas laterales, sobre todo cuando se remueve una cadena 





La actividad biológica de os péptidos de las regiones de las proteína L1, del virus 
de papiloma humano y de las proteínas gp85 y gp350/220 del virus de Epstein-
Barr, implicadas en la invasión de estos virus a las células hospederas puede ser 
aumentada conservando en el péptido la estructura que esta región tiene en la 
proteína nativa y disminuyendo la entropía configuracional del péptido. La 
inclusión de enlaces covalentes, el cambio de amino ácidos que generan más 
entropía configuracional, restringirían el número de configuraciones que el péptido 






Técnicas y procedimientos: Las bases de los procedimientos y técnicas 
empleados en este proyecto son de uso universal y han sido aplicados por 
muchos grupos de investigación. A continuación se presenta una descripción de 
las principales técnicas a emplear en el desarrollo de este proyecto: 
 
8.1 Técnicas y procedimientos.  
 
8.1.1. Síntesis de péptidos 
La síntesis de péptidos en fase sólida se realizó mediante la estrategia t-Boc. 
Usando la resina MBHA a una sustitución de 0.6 meq/g, para la unión del amino 
ácido a la resina el grupo carboxilo fue convertido a un ester activo mediante 
tratamiento con activadores como diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1-
Hidroxibenzotriazol (HOBt), sales de fosfonio (BOP, PyBOP), sales de uronio 
(TBTU, HATU, HBTU) ó por combinación de éstos; en presencia de solventes 
como DCM, DMF, DMA y NMP. El control de la reacción de acople entre el amino 
ácido y la resina se realizó por medio de la prueba de Ninhidrina (129). Una vez 
acoplado el aminoácido se retiró el grupo protector del α−amino mediante 
tratamiento con TFA al 50 %, para permitir el acople con el siguiente aminoácido. 
Una vez acoplado el último amino ácido se procede a acetilar este aminoácido 
mediante tratamiento con anhídrido acético. Finalizado el proceso de síntesis 
química se procedió a la remoción de los grupos protectores de las cadenas 
laterales usando Fluoruro de Hidrógeno (HF 25%) en DMS y del péptido de la 
resina con HF (95%) (130). Los péptidos sintetizados se caracterizaron por HPLC 
en fase reversa, en un equipo LaChrom Merck Hitachi y en columna analítica C18, 
C8, C4, usando como fase móvil acetonitrilo y agua. La desalinización de los 
péptidos se hizo en una columna de Superdex-Peptide (Amersham- Pharmacia) 
(131). La purificación de los péptidos se hizo por HPLC en fase reversa, utilizando 
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las condiciones anteriormente descritas, usando una columna preparativa C18, 
C8, o C4. Para la caracterización de los péptidos por espectrometría de masas se 
utilizó un espectrómetro de masas Bruker Protein MALDI-TOF, usando como 
matrices ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (CCA), ácido 2,5-dihidroxibenzóico 
(DHB) y ácido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamico (SA). 
 
8.1.2. Cultivo célular 
Las lineas celulares linfoblastoides Raji, Ramos y P3HR-1 y células HeLa fueron 
mantenidas en cultivo en RPMI 1640 (GIBCO) suplementado con 10% de suero 
fetal bovino (Invitrogen), L-glutamina 2nM, bicarbonato de sodio 1.5g/L, glucosa 
4.5g/L, HEPES (Invitrogen) 10mM y piruvato de sodio 1mM. Todas estas células 
fueron incubadas a 37C con atmosfera de 5% de CO2. Células HeLa fueron 
cultivadas en monocapas y cosechadas mediante la adición de PBS-EDTA 
seguida de centrifugación a 1000xg  por 5 minutos. Las células fueron lavadas 3 
veces con PBS por 5 minutos a 1000xg, contadas con la cámara de Newbauer y 
su viabilidad fue determinada mediante la tinción de azul de tripan. 
 
8.1.3. Marcación de péptidos con 125I:  
Los péptidos fueron marcados con 125I utilizando el protocolo de Cloramina-T. 
Brevemente, 3.2ul de Na125I (17.2 mCi/ug) reaccionó con 28ug de cloramina-T y 
5ug del péptido. La reacción fue detenida mediante la adición de 14ug de PBS 
bisulfito de sodio isotónico (pH 7.4). El péptido radiomarcado fue purificado 
utilizando cromatografía por exclusión de tamaño en una columna de Sephadex G-
10. Las actividades específicas de los péptidos marcados fueron entre 80 y 160 
uCi/nmol (132). 
 
8.1.4. Ensayo de unión de péptidos a las células. 
Concentraciones de 2, 4, 8, and 12 nM de péptidos marcados con 125I (actividad 
específica entre 80 y 160 µCi/nmol) fueron incubados con suspensiones de células 
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Raji, Ramos o eritrocitos (104 células/ml) por triplicado en ausencia (unión total) o 
en presencia (unión no específica) de péptido sin marcar (1.25 uM) durante 1h a 
18 °C. Las células fueron luego centrifugadas a 10.000xg por 1 minuto con un 
colchón de dibutilftalato/dioctilftalato (d = 1.015 g/ml). La unión específica de cada 
péptido fue calculada mediante la diferencia entre la unión total  y la unión no 
específica. La actividad de unión a la célula para cada péptido fue definida como la 
relación entre la unión específica y la cantidad de péptido radiomarcado 
adicionado. El péptido de Nemerrow que se ha reportado que se une 
específicamente a células Raji (133), fue usado como control positivo (péptido 
11420); este péptido presentó una actividad de  unión de 0.034. Las curvas de 
saturación con péptidos de alta unión fueron realizadas incubando 104 células/ml 
con el péptido marcado a concentraciones de 5-700 nM in ausencia o presencia 
del péptido no marcado (40 µM). El análisis de Hill fue realizado como se describió 
anteriormente (134). Brevemente, el péptido unido (U) y el no unido o libre (L) fue 
medido en ensayos de saturación.  El análisis de Hill fue realizado graficando 
log[U/(Umax - U)] en función del log(L); Umax representa el máximo número de 
receptores a los cuales el péptido se puede unir; el coeficiente de Hill se obtuvo a 
partir de la pendiente de esta grafica. 
 
8.1.5. Inmunoensayo Enzimático en Fase Sólida (ELISA): 
El primer paso en el ELISA es adherir el péptido a la caja de 96 pozos; para ello se 
adicionaron a los pozos de la caja 100 ul de una solución de péptido de 10 µg/ml 
en PBS, se incubó por 2 horas a temperatura ambiente o durante toda la noche a 
4 C. Terminado el tiempo de incubación se hacen tres lavados con buffer de 
lavado (PBS-Tween 20) para retirar el péptido que no se haya adherido. Luego de 
esto se bloquearon los sitios de unión no-específica de los pozos mediante 
tratamiento con leche descremada al 4% en PBS-Tween o 0.2 de BSA en PBS-
Tween; seguido por unos tres lavados con PBS-Tween. A continuación se les 
agregó a los pozos una solución de anticuerpo que puede ser el suero o el 
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anticuerpo purificado diluido en PBS-Tween y se incubó durante 90 min a 37C. Al 
finalizar el tiempo de incubación con el anticuerpo los pozos se lavaron tres veces 
con buffer de lavado y se incubarón con el anticuerpo secundario (anti-IgG de 
conejo marcado con peroxidasa) diluido 1:5000 en buffer bloqueador. Después de 
esto se hizo un nuevo lavado y a cada pozo se le agregó revelador (TMBMR). Para 
bloquear la reacción se adicionó ácido fosfórico 1N. La actividad anti-péptido, se 
detectó la densidad óptica a 450nm. Para las ELISAS competitivas el anticuerpo 
primario fue pre incubado con péptidos o proteínas por una hora a 37C antes de 
ponerlo en contacto con los péptidos en los pozos. Cada ensayo se hizo por 
triplicado. 
 
8.1.6. Producción y purificación de VLPs (Virus Like Particles) 
La producción de VLPs  se realizó de acuerdo a la metodología previamente 
establecida (135) en resumen: las células de Spodoptera frugiperda (Sf21) 
cultivadas en medio SF 900 suplementado con Suero Fetal Bovino 10%  (Gibco) 
fueron transfectadas con Baculovirus recombinante con la proteína L1 de VPH 16,  
cuando estas células estaban en un 80% de confluencia. Luego de esto las células 
transfectadas fueron cultivadas por 4 días, recolectadas por centrifugación a 
2000xg y lisadas en  0.5% NP-40 en PBS en presencia de leupeptina y pestatina A 
por 30 minutos a 4°C. Las fracciones nucleares fueron recolectadas por 
centrifugación a 12000 rpm por 15 min y luego sonicadas 3 veces con un intervalo 
de 15 segundos; estas fracciones fueron colocadas sobre un gradiente de 
densidad de Cloruro de Cesio y centrifugadas 22 horas a 27000 rpm a 4°C. 
Fracciones de 1.5 ml de este gradiente fueron recolectadas y se les midió la 
densidad y se corrieron en un gel de electroforesis SDS PAGE. Las fracciones que 
presentaron una densidad entre 1.27  a 1.29; y que por SDS PAGE mostraron la 
presencia de una proteína de 55 kDa fueron diluidas en PBS 1x y centrifugadas 
por 3 horas a 28.000 rpm a 4°C. El precipitado fue resuspendido en NaCl 0.15M. 
Para determinar la concentración de proteínas se hizo mediante el Kit de Micro 
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BCATM Protein Assay Reagent (PIERCE), siguiendo las recomendaciones del 
productor. 
 
8.1.7. Producción y aislamiento del VEB 
Las células B95-8 fueron cultivadas en medio RPMI-1640 suplementado con 
Suero Fetal Bovino 10% (Gibco), en presencia de 20 ng/ml de 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) y mantenidas en cultivo durante 14 días a 
37oC, sin cambio de medio. Transcurrido en tiempo se recogió el sobrenadante del 
cultivo, se centrifugó a 1500xg durante30 min, con el fin de eliminar fragmentos 
célulares, se le adicionó Bacitracina a una concentración de 100 µg/ml, para 
prevenir la agregación viral y se filtró en una membrana de Millipore de 0.8–µm 
(tipo AA) para reducir la contaminación con partículas microscópicas. El 
sobrenadante fue sometido a una centrifugación a 15000xg, durante 120 min a 
4oC, para precipitar el VEB; el “pellet” viral obtenido, fue resuspendido en Buffer 
Salino Estéril (PBS) y mantenido a -70oC hasta su uso (136). 
 
8.1.8. Inmunización de animales de laboratorio  
Conejos Nueva Zelanda fueron inmunizados subcutáneamente con 500 ul de una 
suspensión de VLPs, VEB o de solución de péptido de 1 mg/ml en PBS; en 
presencia del epitope T-ayudador FIS a la misma concentración. Se utilizaron dos 
conejos por cada inmunogeno. Cada conejo fue inmunizado cuatro veces; la 
primera inmunización se realizó con adyuvante completo de Freund (día 0) y los 
tres refuerzos siguientes con adyuvante Incompleto de Freund (día 20, 40, 53). Al 
iniciar el esquema de inmunización se obtiene una sangría pre-inmune, luego se 
obtienen sangrías posteriores a la segunda y  tercera dosis (137). 
 
8.1.9. Purificación de Anticuerpos 
Los sueros obtenidos de los animales inmunizados se diluyeron con 4 volúmenes 
de buffer acetato (60mM – pH 4.0), luego el pH se ajustó a 4.5 con NaOH 0.1N y 
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se les adicionaron lentamente 25 µl de ácido caprílico por cada ml de muestra; la 
mezcla se incubó por 30 minutos y se centrifugó a 10000 xg por 30 minutos a 
temperatura ambiente. El ácido caprílico precipita la mayoría de las proteínas, 
excepto las inmunoglobulinas. Luego de esto el sobrenandante fue dializado 
exhaustivamente contra PBS, después de la diálisis a este sobrenadante se le 
agregó 0.350 g/ml de Sulfato de Amonio y se incubó por 30 min a temperatura 
ambiente para precipitar las inmunoglobulinas. La muestra se centrifugó a 5000 xg 
por 15 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante fue descartado y el 
precipitado fue resuspendido en PBS en el mismo volumen inicial. La solución de 
inmunoglobulinas fue dializada exhaustivamente contra 50 a 100 volúmenes de 
PBS. La solución dializada fue incubada a 50-55°C por 20 minutos y centrifugada 
a 5.000 xg; el sobrenadante final que contiene los anticuerpos le fue determinado 
la concentración, fue corrido en un gel de electroforesis SDS-PAGE y la actividad 
del anticuerpo fue determinada mediante ELISA (137).  
 
8.1.10. Inmunoflorescencia 
2 X 103 células B95-8 estimuladas con TPA adheridas a láminas de 
inmunoflorescencia durante toda la noche a temperatura ambiente, y se fijaron con 
acetona durante 10 minutos, se bloquearon con PBS-Leche 5%, a 37º C durante 
30 min, se lavaron exhaustivamente con PBS; luego se incubaron con diferentes 
diluciones de los anticuerpos a 37º C durante 30 minutos, se lavaron con PBS y 
luego se incubaron con 10 µl de una dilución 1/50 del anticuerpo monoclonal IgG 
F(ab)2 anti-conejo marcado con FITC y con una dilución 1/80 de azul de Evans a 
37°C durante 30 minutos, en cámara húmeda. Finalmente las láminas fueron 
lavadas con PBS y a cada lámina se le agregó una solución de glicerol-PBS (1:1), 





8.1.11. Análisis por citometría de flujo  
Para el análisis por citometría, 200,000 células (B95-8 y CBLs) fueron lavadas con 
PBS-BSA (0.5%), centrifugando a 2,500 rpm durante 5 min. Las células fueron 
resuspendidas en 100 µ l de PBS-BSA (0.5%) e incubadas con soluciones de 
anticuerpos a 4C durante 50 minutos. Las células fueron lavadas tres veces con 
PBS, centrifugadas a 2,500 rpm, durante 5 min; e incubadas con 100 µ l de una 
dilución 1/200 de un anticuerpo monoclonal IgG F(ab)2 anti-conejo marcado con 
FITC a 37°C, durante 30 min, finalmente fueron resuspendidas en 500 µl de PBS y 
analizadas en FACScan Becton Dickinson 
(http://www.molbio.princeton.edu/facility/flowcyt/IF1.htlm). Como control de isotipo 
se utilizaron células en presencia solo del anticuerpo secundario.  
 
8.1.12. Obtención y aislamiento de Linfocitos  
La sangre de cordón umbilical fue recolectada en tubos estériles, utilizando EDTA 
como anticoagulante; la sangre de sangre periférica fue obtenida mediante 
venopuncion y recolectada en tubos con EDTA. Los linfocitos fueron aislados 
mediante separación por gradientes de densidad de Ficoll-Hypaque, centrifugando 
a 2500 rpm durante 30 minutos, la capa de linfocitos fue separada lavada 
exhaustivamente con medio RPMI 1640, (10% de suero fetal bovino inactivado por 
calor, 100 U/ml penicilina y 100 µg/ml Estreptomicina), y centrifugados a 300xg 
durante 7 minutos a temperatura ambiente. Antes del lavado final se realizó un 
recuento célular (139). 
 
8.1.13. Infectividad del VEB 
2 x 105 CBLs o PBLs obtenidos mediante gradiente de Ficoll, fueron suspendidos 
en 100 µl de medio RPMI 1640, suplementado con 10% de suero fetal bovino 
(FBS, Hyclone) y CaCl2 5mM; a esta suspensión se le adicionaron 30 µl de una 
solución que contiene el VEB y que había sido previamente titulada (los títulos de 
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los stocks estuvieron entre 1/200 y 1/400 determinado por PCR como se describe 
abajo); se incubó durante 30 min a 37oC o dos horas a 4oC  en una atmósfera de 
CO2 al 5%, luego se agregaron 70 µl de medio RPMI 1640 completo y se 
incubaron durante 16 horas a 37ºC en una atmósfera de CO2 al 5%.  Después de 
esto las células  fueron lavadas tres veces con medio RPMI 1640 incompleto (sin 
SFB y CaCl2) y se realizó la extracción de ADN de las células infectadas con el 
virus. Se realizó la extracción de ADN utilizando el kit de Promega de acuerdo a 
las instrucciones del fabricante. 
 
8.1.14. Identificación del ADN del VEB mediante PCR 
0.1-0.5 µg del ADN obtenido en el protocolo anterior fue mezclado con  10mM de 
Tris-HCl (pH 8.3), 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl, 200 µM de Adenosin Trifosfato 
(ATP), 0.5 µm de cada primer y 1.0 unidades de Taq Polimerasa en un volumen 
final de 20 µl de una; se utilizaron los primers previamente reportados (140), 5’-
TTCATCACCGTCGCTGACT-3´, y 5´-ACCGCTTACCACCTCCTCT-3´ que se 
unen a cada una de las cadenas y amplifican selectivamente un fragmento de 
ADN de 300 pb del genoma VEB. La PCR se realizó en las siguientes condiciones: 
35 ciclos a 95ªC (30s), 55ºC (30s) y 72ºC (30s), utilizando un termociclador Perkin 
Elmer 9600. El fragmento amplificado teñido con bromuro de etidio con Syber safe 
y separado en un gel de agarosa al (112)2.5%; el producto de PCR fue visualizado 
en un analizador de imágenes FX (Bio Rad) (140). Como control positivo se 
utilizaron células infectadas con el VEB Raji o B95-8 y como control negativo 
CBLs, eritrocitos o células HeLa.  
 
8.1.15. Invasión del VEB en presencia de péptidos y anticuerpos: 
Para llevar a cabo el ensayo de inhibición en presencia de péptidos 20 µl de cada 
péptido a una concentración de 40 uM, fueron adicionados a 100 µl de una 
suspensión de  2 X10 5 CBLs o PBLs; esta mezcla se incubó a 37o C durante 30 
minutos. Para los ensayos de inhibición en presencia de los anticuerpos, 30 µl del 
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sobrenadante de las células B95-8 que contiene el VEB fue preincubado con 30 µl 
de una solución de anticuerpos aislados de sueros de conejo a una concentración 
final entre 25 y 125 ug/ml a 37oC durante 30 min o 4oC durante dos horas. 
Finalmente las células fueron incubadas con el VEB durante diferentes tiempos a 
37C y 4C en un volumen final de 200 ul. Terminado el tiempo de incubación las 
células fueron lavadas tres veces con medio RPMI 1640 incompleto, se les extrajo 
el ADN y este fue utilizado para la amplificación por PCR, como se describió arriba 
(140). 
 
8.1.16. Efecto de los péptidos y los anticuerpos anti-péptido en la síntesis de 
Interleucina-6 (IL-6). 
5x 105 linfocitos de sangre periférica, en medio completo, aisladas mediante un 
gradiente de Ficoll como se mencionó anteriormente, fueron tratados con 
diferentes concentraciones de péptidos provenientes de la proteína gp350, VEB, 
anticuerpos anti-péptido o anti-VEB; luego de esto la suspensión célular fue 
incubada durante 16 horas en atmosfera de 5% CO2. Terminado el tiempo de 
incubación los sobrenadantes fueron recogidos  y la concentración de Il-6 fue 
determinada mediante en un ensayo de ELISA comercial siguiendo las 
indicaciones sugeridas por el fabricante del Kit (Becton Dickinson Human IL-6 
ELISA Set). 
 
8.1.17. Efecto de péptidos y anticuerpos en la maduración de células 
dendríticas 
Monocitos fueron aislados a partir de PBLs obtenidos de sangre periférica fueron 
incubados durante tres horas a 37oC en cajas de poliestireno de 24 pozos para 
permitir que los monocitos se adhieran a la caja. Terminado el tiempo de 
incubación los pozos fueron lavados con PBS frio y después  las células adheridas 
fueron despegadas de la caja mediante la aplicación de PBS frio a presión; las 
células obtenidas fueron analizadas mediante citometria de flujo utilizando los 
anticuerpos anti CD14-FITC y anti-CD3. Estas células fueron incubadas con IL-4 y 
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GMCSF durante tres días  a 37 C en una incubadora con 5% de CO2. Luego de 
esto las células fueron lavadas tres veces con PBS y marcadas con anticuerpos 
anti CD14-FITC y anti-CD3, durante 1 hora a 4 C, lavadas exhaustivamente y 
analizadas mediante citometría de flujo. Para determinar el efecto del VEB o de los 
péptidos de la proteína gp85 en este proceso las células incubadas como se 
mencionó arriba fueron adicionalmente tratadas con los péptidos o con el VEB. El 
efecto de los anticuerpos en la actividad del VEB, se determinó preincubando el 




8.1.18. Caracterización termodinámica de la interacción antígeno anticuerpo. 
La interacción antígeno anticuerpo fue estudiada mediante calorimetría de 
titulación isotérmica en un calorimetro VP-ITC MicroCal. Para estos experimentos 
soluciones  en el rango micromolar de péptidos o anticuerpos en PBS fueron 
desgasificadas antes de ser usados en la titulación calorimétrica. En la celda de 
reacción se colocó la solución de anticuerpos purificados; en la jeringa fue 
colocada la solución de péptido. El experimento se desarrolló a temperatura 
constante. El tiempo de espera antes de la primera inyección fue de 200 s, el 
tiempo entre inyecciones estuvo entre 180 y 300 s, el número de inyecciones 
estuvo entre 15 y 20. Después de cada adición de pequeñas alicuotas de titulante, 
el calor liberado o absorbido en la celda muestra fue medido con respecto a la 
celda de referencia llena con buffer muestra. El cambio de calor es expresado 
como la potencia eléctrica (J/s) requerida para mantener una pequeña diferencia 
de temperatura constante entre la celda muestra y la celda de referencia (108). El 
cambio en la capacidad calorífica en la reacción antígeno-anticuerpo se hizo 
midiendo el cambio de entalpía de unión a diferentes temperaturas (usualmente 4, 
18 y 37 °C). Estos cambios se graficaron en función de la temperatura y la 





8.1.19. Cálculos estructurales  de estabilidad.  
Se ha mostrado que la mayor contribución polar y apolar a la entalpía y a los 
cambios de capacidad calorífica pueden ser parametrizados en términos de 
cambio en área superficial accesible polar y apolar 
 
ΔCp  = ΔCp,ap + ΔCp,pol 
= (0,45 ±0,02) ΔAapo – (0,26±0,03) ΔApol 
 
El cambio de entalpía es calculado con referencia a la temperatura a la cual la 
contribución apolar es asumida cero (TH*) 
 
ΔH = ΔH* + (ΔCp,apo + ΔCp,pol) (T – TH*) 
ΔH* es la contribución polar a ΔH a TH* 
ΔH*  = (35±3) ΔApol  
TH* obtenido a partir de datos de enrollamiento es 100 ± 6oC 
 
El cambio de entropía para la transición enrollamiento desenrollamiento de una 
proteína puede ser escrito, usando como temperatura de referencia la temperatura 
a la cual la contribución apolar al cambio entrópico es cero (Ts*) 
 
ΔS = ΔS* + (ΔCp,apo + ΔCp,pol) Ln (T/Ts*) 
 
Donde ΔS * es evaluada a T*, el valor Ts* ha mostrado ser el mismo para todos 
los procesos que involucran la transferencia de superficie apolar al agua y tiene un 
valor de 112±1 °C (27). 
La cantidad de área superficial enterrada en la formación del complejo fue 
calculada de ΔCp usando una constante de proporcionalidad  de 0,33 ± 0,09 
cal/(mol K Å2) derivada de experimentos de transferencia de hidrocarburos (15). 
Chotia mostró que la energía libre de transferencia de una cadena de amino ácido 
de agua a un solvente no polar es directamente proporcional a la superficie 
accesible del solvente de la cadena lateral. La hidrofobicidad de un residuo es una 
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medida del cambio de energía libre de transferencia de una fase relativamente 
polar, tal como el interior de una proteína a una solución acuosa (110). 
Interacciones Hidrofóbicas: Son identificadas como yuxtaposición de átomos no-
polares con una distancia menor que las sumas de sus radios de van der Waals 
más 2,8 Å (el diámetro aprox. de una molécula de agua). 
 
8.1.20. Producción de Ascites. 
Ratones hembras Balb/c de 6 semanas de edad fueron inmunizados 
intraperitonealmente con 200ul de pristane (ICN) y 15 días  después  con 1x106 de 
células ATCC HB-168 en 200 ul de PBS estéril. El fluido ascítico fue drenado entre 
los 7 y 12 días  después  de la inmunización con el hibridoma. La presencia de 
anticuerpos fue determinado mediante ELISA directa, en sandwich y por análisis 
de citometria (137). 
 
8.1.21. Diseño de péptidos análogos:  
A partir de las coordenadas de los átomos que conforman las proteínas L1 y 
gp350/220 de la estructura reportada en el PDB (número de acceso 1DZL, 2H6O 
respectivamente) se determinaron las distancias atómicas entre los carbonos alfa 
de los aminoácidos de las regiones de unión, utilizando el software Discover. Las 
áreas accesibles de la proteína se determinaron utilizando el programa GETAREA, 
a partir de las coordenadas atómicas, los radios de van der Waals, radio de una 
molécula de agua de 1.4 Å (www.getárea.com). Aquellos aminoácidos que estén 
menos expuestos al solvente y que se encuentren cerca en la estructura 
tridimensional fueron cambiados por Cys para permitir la formación de un puente 
disulfuro y de esta manera restringir el número de estructuras posibles del péptido 
en solución. Usando el paquete de software de Discover se minimizó la energía de 
los análogos diseñados, se permitió que la molécula se relaje y se determinó el 
RMS con respecto a la estructura reportada. Aquellos análogos que presenten los 
valores más bajos de RMS serán sintetizados y probados en los ensayos 
siguientes. Otra de las modificaciones que se hicieron fue cambiar ciertos residuos 
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altamente móviles como Glicina, Alanina, Serina por aminoácidos con menor 
entropía configuracional como Prolina. En cuanto a los péptidos que son hélices 
alfa se cambiarán aquellos residuos que aumenten la probabilidad de formar 
hélice, estabilizando el macrodipolo, relajando la estructura y disminuyendo la 
entropía configuracional. 
 
8.1.22. Estructura por dicroismo circular 
Los espectros de dicroismo circular fueron llevados a cabo a diferentes 
temperaturas (10, 16, 25  y 37°C) en el espectropolarímetro Jasco- J-810 a 
longitudes de onda que van desde 260 a 190nm. Cada espectro del péptido fue 
obtenido a una concentración de 10uM en agua o en solución acuosa con 0, 5 y 
30% de TFE. El promedio obtenido a partir de tres espectros tomados a una 
velocidad de escaneo de a 20nm/min con una amplitud de banda de 1nm 
corregida para la línea base. Los resultados fueron expresados como el promedio 
de la elipcicidad por residuo [ ],  las unidades son los grados de  [ ]x cm2 / dmol 
de acuerdo a la función  [ ]=  / (100lcn) donde  es la medida de la elipticidad, 
l es la medida de la longitud de de la celda; c la concentración del péptido y n es el 
número de aminoácidos contenidos en la secuencia. El porcentaje de hélice-α fue 
calculado mediante la ecuación ( +3000)/39000, donde  es la elipticidad Molar a 
222 nm. El análisis de desenrolamiento de la hélice fue realizado mediante los 
espectros a diferentes temperaturas usando un análisis de van Hoff  
ΔG = ΔH – TΔS 
ΔG = -RT Ln Ke 
-RT Ln Ke = ΔH – TΔS 
Ln Ke = -ΔH/RT + ΔS/R 
  
 
8.1.23. Modelamiento y Dinámica molecular de los péptidos.  
Los péptidos se modelaron usando el programa QUANTA con base en la 
secuencia primaria, la estructura que esta región presenta en la proteína nativa y 
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en los resultados de dicroismo circular. Los péptidos originales fueron modelados 
con base en la estructura nativa o el modelo reportado; en cuanto a los péptidos 
análogos para los helicales se utilizaron los ángulos phi -60 y psi de -50; para las 
vueltas solo se trabajaron aquellas secuencias que presentaron cisteínas para la 
formación de puentes disulfuro; las cadenas laterales fueron acomodadas usando 
los rotameros de Karplus con el fin de disminuir interacciones de alta energía que 
desestabilicen el modelo. Estas moléculas fueron sumergidas en una caja de agua 
que contiene 11x11x16 moléculas de agua. Después de esto se hicieron 5000 
pasos de minimización por steepest descedent a una temperatura inicial de 100oK 
y luego se incrementó hasta llegar a la temperatura final de 310oK. La dinámica 
molecular se corrió a temperatura, presión constante y número de moléculas 
constante, usando el programa CHARMM (http://www.charmm.org); el 
desenrollamiento del péptido fue seguido durante 200000 pasos de dinámica 
molecular de tiempos de 0.01ps, se guardaron archivos de energía, estructura y 
de trayectoria cada 500 pasos; el análisis final se hizo con base en la estructura y 
al número de puentes de Hidrógeno que presenta el péptido durante un periodo de 
100 ps, se hicieron curvas de distribución de estos puentes de Hidrógeno durante 
este ps. Cada dinámica molecular se corrió por lo menos tres veces y los 






9.1. Selección e identificación de las regiones de la proteína L1 del virus de 
papiloma humano (VPH), importantes para la inducción de anticuerpos 
neutralizantes contra el VPH. 
El VPH es un virus sin envoltura, compuesto por una capside proteica formada en 
un 96% de la proteína L1; esta proteína esta implicada en interacciones del tipo 
receptor ligando que permiten que el VPH se adhiera e infecte las células 
epiteliales y es en gran medida responsable del tropismo célular de este virus (44, 
70, 141). Esta proteína es el principal blanco de los anticuerpos neutralizantes 
contra el VPH y la inducción de anticuerpos contra esta proteína esta relacionada 
con protección contra la infección; de hecho las vacunas profilácticas que existen 
en el mercado contra el VPH son basadas en la proteína L1 (142-145). Esta 
proteína es capaz de autoasociarse formando partículas parecidas a virus (Virus 
Like Particles-VLPs) y es en esta forma que es capaz de inducir los anticuerpos 
neutralizantes protectivos (63, 146-148). En esta proteína hemos identificado dos 
regiones que presentan alta unión específica a células epiteliales VERO de mono 
y HeLa humanas; los péptidos 18283 y 18294 que contienen estas regiones, son 
capaces de inhibir la unión de VLPs del tipo 16 a células HeLa (44); estos péptidos 
presentan constantes de afinidad de 300 y 600 nM, con coeficientes de Hill de 1.8 
y 3, respectivamente. Los dos péptidos se unen a un receptor de ~55 kDa, 
expuesto en la superficie de las células VERO y HeLa, que es susceptible a 
tripsina y quimotripsina y resistente a neuraminidasa. El sitio de unión del péptido 
18283 es susceptible a heparinasa I y heparinasa II, las cuales clivan heparina y 
heparan sulfato respectivamente. Parte de las secuencias de estos dos péptidos 
es altamente conservada entre los diferentes tipos de VPH, sugiriendo un rol 
biológico importante de estas regiones. De acuerdo a la estructura tridimensional 
de la proteína y al modelo del pentamero que forma, estas regiones se encuentran 
expuestas sobre la superficie de la partícula viral y las dos se encuentran cercanas 
70 
 
formando un sitio de contacto continuo sobre la protuberancia del pentamero, 
formando parte de los loops B-C y F-G (Fig 2).  
 
 
Figura 2. Posición de los péptidos 18283 y 18294 en el pentamero de la proteína L1 de VPH. La proteína L1 se 
autoensambla formando 72 pentameros que se unen para formar la capside viral. Los péptidos 18283 (rojo) y 18294 
(blanco, azul, amarillo, magenta y verde) forman parte de la superficie de pentamero y son la parte más protuberante del 
pentamero y la que probablemente primero entra en contacto con la superficie célular. En A y B se muestra la vista frontal y 
lateral del pentamero respectivamente. 
 
Adicionalmente se ha reportado que la secuencia conservada del péptido 18294 
es el blanco de anticuerpos neutralizantes; de hecho una proteína L1 de VPH 11 
quimérica en la cual el loop F-G del VPH 11 ha sido cambiado por el de la proteína 
L1 de VPH 16 induce anticuerpos neutralizantes contra ambos tipos virales (61).  
Adicionalmente, buscando epitopes lineales en la proteína L1, que durante una 
infección natural sean capaces de inducir anticuerpos hemos encontrado que los 
péptidos 18283 y 18294 fueron reconocidos específicamente por anticuerpos 
presentes en los sueros de pacientes con infección persistente y lesión cervical. 
Estos péptidos probados en ensayos de ELISA contra 313 sueros de mujeres con 
lesiones cervicales asociadas a infección por VPH, la mayoría infectadas o 
mujeres con citología normal, de las cuales más del 85% no esta infectada con 
VPH mostraron lo siguiente: Definiendo como seropositivas aquellas mujeres que 
en el ensayo de ELISA presenten un valor de densidad óptica  mayor al promedio 
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de las densidades óptica s más dos desviaciones estándar de las mujeres con 
citología normal se encontró que menos del 4% de las mujeres con citología 
normal son seropositivas, que entre el 71 y el 100% de las mujeres con lesión 
cervical, ya sea que presenten neoplasia intraepitelial (NIC) I, II o III son 
seropositivas para estos péptidos y el 99% de las mujeres con cáncer cervical 




Eligiendo diferentes puntos de corte para definir las mujeres seropositivas se 
encontró que la sensibilidad para detectar mujeres con lesión cervical dentro de 
este grupo esta entre 91 y el 99% y que la especificidad para discriminar entre 
mujeres con lesión cervical y mujeres con citología normal esta  entre 90 y el 95% 
(Tabla 2). Ha sido reportado también que parte de las secuencias de estos 
péptidos son frecuentemente reconocidas por anticuerpos provenientes de 
pacientes con NIC I a III, pacientes con cáncer cervical, anticuerpos neutralizantes 
y anticuerpos inducidos por inmunización con VLPs (7,33,34,36,37). Los péptidos 
18283 y 18294 presentaron una mayor sensibilidad y especificidad que los 
péptidos reportados previamente, quizás como consecuencia de que gran parte de 
la secuencia de estos péptidos se encuentra expuesta en la estructura del 
pentamero que conforma la capside del virus y a que estos péptidos son más 
largos que los reportados previamente lo que hace que tengan una área mayor 





Durante la tamización inicial buscando regiones lineales encontramos una región 
altamente conservada, expuesta sobre la superficie de la partícula viral, localizada 
en la región C-terminal, que pertenece a una hélice-α involucrada en la interacción 
entre los pentameros y en el ensamblaje de la partícula viral; esta región es 
altamente conservada. El péptido 18301, proveniente de esta región fue 
reconocido específicamente por  los anticuerpos presentes en el pool de los 
pacientes con NIC II/III pero no por los anticuerpos del pool de mujeres con 
citología normal tomando como punto de corte una densidad óptica  de 0.2 (Fig 3).  
 
Figura 3. Seroreactividad de los péptidos 18283, 18294 y 18301 con sueros de mujeres infectadas y con lesión 
(sueros positivos) y mujeres no infectadas y sin lesión (sueros negativos). 
 
 
Este péptido fue probado con la colección previamente caracterizada de 313 
sueros de mujeres con lesiones cervicales asociadas a infección por VPH y de 
mujeres con citología normal mostrando que el péptido 18301 presentó una 
seroreactividad significativamente más alta con los sueros de mujeres con cáncer 
cervical (DO promedio 0.43 ± 0.13) o con los sueros de mujeres con lesiones 
cervicales asociadas a infección por VPH (DO promedio 0.41 ± 0.17) que con los 
sueros de mujeres con citología normal (DO promedio 0.17 ± 0.03; p = 0.000) y 
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comparable a la seroreactividad de las VLPs (Tabla 1). Cuando los pacientes 
fueron clasificados de acuerdo a si presentan o no infección con VPH de alto 
riesgo encontramos que los pacientes infectados presentan una seroreactividad 
significativamente más alta con el péptido 18301 (DO promedio 0.36 ± 0.17) que 
los pacientes no infectados (DO promedio 0.22 ± 0.11; p = 0.000) (Tabla 2). La 
seroreactividad del péptido 18301 con los pacientes infectados con VHP 16 fue 
similar a la de los pacientes infectados con otros tipos virales (DO promedio 0.38 
en ambos grupos). El análisis de la curva ROC fue realizado para determinar el 
punto de corte para definir los pacientes seropositivos y seronegativos. El área 
bajo la curva ROC fue de 0.985. De acuerdo a este análisis el mejor punto de 
corte usando un test de relación de probabilidad fue de DO = 0.264 que 
corresponde  a una relación de probabilidad de 145.78. Este punto de corte da una 
sensibilidad de 88.36%, una especificidad de 99.39% y una clasificación correcta 
de 94.21% de pacientes con lesión o cáncer cervical y pacientes con citología 
normal. Ha sido previamente reportado que los péptidos 
426IACQKHTPPAPKEDPLKKYTFWEVNLK452 y 427ACQKHTPPAPKEDPLKKYT445, 
que contienen parte de la secuencia del 18301 (la cual aparece subrayada) son 
reconocidos por anticuerpos monoclonales neutralizantes y por anticuerpos 
presentes en el suero de pacientes con NIC y CCI presentando una sensibilidad 
del 73-100% pero con una especificidad baja y variable (67, 149). La alta 
sensibilidad y especificidad del péptido 18301 comparada con estos péptidos, para 
detectar mujeres infectadas con VPH y que presentan lesión cervical puede ser 
porque pocos epitopes son reconocidos por anticuerpos anti-HPV en estos dos 
péptidos ya que ellos no contienen la región más expuesta y más conservada 
localizada en la región N-terminal de la hélice α. Además de acuerdo al modelo del 
pentamero, el péptido 18301 presenta una gran área expuesta para interactuar 
con los anticuerpos; esta región es altamente conservada en los VPH de altos 
riesgos reportados hasta la fecha (Fig 4). Parte de la secuencia conservada del 
péptido 18301 interactúa con la secuencia conservada del péptido 18283 y permite 





Figura 4. Secuencia del péptido 18301 en los diferentes VPH de alto riesgo. En A aparece el porcentaje de identidad en 
la secuencia del péptido 18301 del tipo 16 con los otros tipos de alto riesgo. En B, aparecen las secuencias del péptido 
18301 en los diferentes VPH de alto riesgo, subrayados se encuentra la secuencias idénticas y en negrilla las diferencias en 
los aminoácidos.  
 
Recientemente terminamos un estudio en una población de alta prevalencia e 
incidencia de lesiones cervicales asociadas a infección por VPH en el cual están 
representados todos los estadíos de la infección natural del VPH desde una mujer 
con citología normal hasta una mujer con cáncer cervical pasando por los 
diferentes grados de lesión. Se incluyeron 391 mujeres que acudieron al programa 
de control y detección de cáncer cervical en el hospital público de Engativa, en 
Bogotá Colombia y que voluntariamente aceptaron participar en el estudio. De 
estas mujeres 127 presentaron citología normal y 264 citología anormal. Todas las 
mujeres con citología anormal y 23  de las mujeres con citología normal fueron 
remitidas a colposcopia. De estas pacientes en 159 no se encontró ninguna lesión 
cervical (colposcopia negativa), en 110 se encontraron lesiones cervicales 
escamosas de bajo grado (LSIL), en 14 lesiones cervicales escamosas de alto 
grado (HSIL)  y en 4 pacientes cáncer cervical.  
La prevalencia de anticuerpos anti-VPH fue determinada en los sueros de las 391 
mujeres usando los péptidos 18283, 18294 y 18301 como antígenos.  En aquellas 
mujeres con citología normal la seroprevalencia estuvo entre 18 y 31%; en 
mujeres con citología anormal pero colposcopia negativa la seroprevalencia 
estuvo entre 64 y 70%; en mujeres con lesión cervical de bajo grado la 
seroprevalencia estuvo entre 69 y 73%; en mujeres con lesión cervical de alto 
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grado la seroprevalencia para estos tres péptidos estuvo entre 64 y 71%, todos las 
mujeres con cáncer cervical fueron seropositivas con los tres péptidos.  
De 307 mujeres de las 391  mujeres, se obtuvo ADN de las células cervicales para 
determinarles la presencia o ausencia del VPH mediante PCR. Todas estas 307 
mujeres amplificaron el gen de la β-globina. El ADN del VPH de alto riesgo fue 
detectado en 49%, 73%, 73% o 100% de las mujeres con citología normal, con 
citología anormal pero colposcopia negativa, con lesión cervical de bajo grado, con 
lesión cervical de alto grado o con cáncer cervical, respectivamente. En general el 
porcentaje de mujeres seropositivo es mayor entre las mujeres en las cuales se 







 Este estudio también mostró que la prevalencia de anticuerpos contra estos 
péptidos aumenta con la severidad de la lesión. De otro lado los datos de este 
estudio sugieren que el péptido 18283 es más específico para detectar mujeres 
positivas para que mujeres negativas para VPH. El péptido 18283 parece contener 
epitopes B que son muy inmunogénicos en la partícula viral ya que los anticuerpos 
contra este péptido aparecen antes de que la lesión se desarrolle y parecen 
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desaparecer una vez finaliza la  infección de acuerdo a los resultados de 
prevalencia de anticuerpos. En conclusión hemos identificado tres regiones en la 
proteína L1 que tienen son reconocidas por anticuerpos que bloquean la invasión; 
adicionalmente, estas regiones inducen anticuerpos durante una infección 
persistente con el VPH (150-153). Los péptidos 18283, 18294 y 18301, 
pertenecientes a esta región, son los seleccionados para el diseño de péptidos 
con entropía configuracional restringida. Los péptidos 18283 y 18294 pertenecen a 
vueltas reversas y el péptido 18301 pertenece a una hélice α. 
 
9.2. Identificación de regiones relevantes en la invasión del VEB a linfocitos 
humanos. 
En la interacción entre el VEB y las células humanas, durante el proceso de 
adhesión e invasión han sido identificadas entre otras las proteínas gp350 y gp85 
(154). Con el fin de identificar las regiones de estas proteínas involucradas en la 
unión a las células humanas se sintetizaron péptidos de 20 residuos no 
traslapados, que cubren toda la secuencia completa de las proteínas gp85 y 
gp350 de VEB. Estos péptidos fueron  radiomarcados con 125I y luego probados en 
ensayo de unión a diferentes lineas célulares linfoblastoides. Como control de 
unión se utilizó el péptido de la proteína gp 350 reportado previamente por 
Nemerow (133). Todos aquellos péptidos que presentaron una actividad de unión 
igual o superior a este péptido fueron seleccionados como regiones probables de 
contacto de la proteína. Teniendo en cuenta que gp350 interactúa con la proteína 
CD21 (también conocido como CR2), los péptidos de esta proteína fueron 
probados en ensayos de unión a las lineas célulares Raji y Ramos, los cuales 
expresan el CD21 sobre la superficie y  como control a las células P3HR-1 que no 
expresan este receptor (confirmado por citometria de flujo usando un anticuerpo 
monoclonal anti-CD21). En cuanto a los péptidos de la proteína gp85 se utilizaron 
además de las lineas anteriores las células HeLa, ya que esta proteína no solo 
tiene la capacidad de interactuar con linfocitos sino que se sabe que se une a 
células epiteliales a través  de un receptor no identificado, como control negativo 
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se utilizaron hepatocitos Hep G2 y eritrocitos humanos. Todas estas lineas 
célulares han sido utilizadas ampliamente para estudiar el mecanismo de unión e 
invasión del VEB a células humanas (155-158).  
 
9.3. Identificación de las regiones de contacto a linfocitos de sangre 
periférica de la proteína gp85. 
En cuanto a los péptidos de la proteína gp85 estos fueron probados en ensayo de 
unión a células Raji, Ramos, P3HR-1 y HeLa ya que el virus es capaz de unirse a 
estas células como control negativo se utilizaron eritrocitos humanos (el VEB no 
se une a estas células). De los 36 péptidos que cubren la secuencia completa de 
la proteína solo los péptidos 11431, 11435, 11436, 11438 y 11446 se unieron a 
estas células pero no a eritrocitos como se observa en la Figura 5. 
 
Figura 5. Actividad de unión de péptidos de la proteína gp85 a células humanas. La actividad de unión de los péptidos 
de gp85 a lineas célulares humanas RAJI, RAMOS P3HR-1 y HeLa (barras negras) fue determinada mediante ensayos de 
unión como se menciona en materiales y métodos; esta actividad de unión fue comparada con el péptido reportado 
Nemerow (barra gris). 
 
Para estos cinco péptidos se determino la constante de equilibrio de unión  a las 
células Raji mediante ensayos de saturación; todos estos péptidos presentaron 
una unión saturable a las células Raji permitiendo la determinación de la constante 
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de equilibrio de unión y coeficientes de Hill. Las constantes de unión estuvieron 
entre 40 y 180 nM y los coeficientes de Hill alrededor de 1 para los cinco péptidos. 
Hasta la fecha se sabe que la proteína gp85 se une a un receptor de los linfocitos 
B pero no ha sido identificado. Estos péptidos marcados con 125I se unieron a 
células intactas en la presencia o ausencia del mismo péptido no radiomarcado. El 
péptido unido a la superficie fue entonces entrecruzado a las células, las proteínas 
de membrana fueron separadas por SDS-PAGE y analizados por autorradiografia, 






Figura 6. Unión de péptidos de gp85 a proteínas de superficie de las células Raji. Las células Raji intactas fueron 
incubadas con péptidos de alta unión de gp 85, radiomarcados con 125I a una concentración de 100 nM (lineas 1, 3, 5, 7 y 
9) y en otros ensayos se les agregó adicionalmente 1mM de péptido no marcado (lineas 2, 4, 6, 8 y 10). Péptido 11431 
lineas 1 y 2, 11435 lineas3 y 4, 11436 lineas 5 y 6, 11438 lineas 7 y 8, 11446 lineas 9 y 10. Todos los péptidos se unen a 




Los péptidos 11431 y 11436 se unen a otras proteínas que tienen pesos 
moleculares más bajos. La unión de estos péptidos fue inhibida específicamente 
por el péptido no radiomarcado (Figura 6). Estos datos fueron publicados (132). 
 
9.4. Ensayos de inmunización con péptidos monoméricos.  
La inmunogenicidad de los péptidos se determinó en péptidos monoméricos para 
poder determinar el efecto de la entropía configuracional del péptido en la 
inducción de anticuerpos; ya que los péptidos poliméricos o acoplados a una 
proteína transportadora (carrier) presentan una restricción en el número de 
estructuras posibles (disminución de la entropía configuracional) debido a la 
presencia de los enlaces covalentes que polimerizan el péptido o que lo unen al 
proteína transportadora y a efectos estéricos por la presencia de la proteína carrier 
o de otras moléculas de péptidos. Es de aclarar que en este momento ya teníamos 
identificados los péptidos de alta unión de la proteína gp85 y gp350. En general 
los péptidos monoméricos son poco inmunogénicos debido a la restricción 
genética por la presencia restringida de epitopes T ayudadores; para cubrir esta 
carencia los péptidos fueron coinmunizados con un epitope T ayudador universal, 
previamente conocido y reportado como FIS (159). El ensayo inicial fue inmunizar 
péptidos monoméricos en presencia o en ausencia del epitope T FIS en conejos 
nueva Zelanda y en ratones Balb-C. La mayoría de los animales inducen 
anticuerpos en presencia de FIS, algunos también lo hacen en ausencia de FIS. 
Estos resultados concuerdan con lo reportado con los péptidos de la proteína 
gp120 de HIV (159). Como ejemplo se muestra la inmunización de los péptidos de 
alta unión de las proteína gp85 y gp 350 de VEB; como se puede ver los péptidos 
11382, 11435 y 11438 inducen anticuerpos en presencia y ausencia de FIS, 
Aunque los títulos de anticuerpo en general son ligeramente mayores para los 
péptidos inmunizados con FIS; en cuanto al péptido 11416 uno de los conejos no 
respondió a la inmunización sin FIS  y solo se pudo inmunizar un conejo con este 
péptido y FIS. En cuanto al péptido 11389 la inmunogenicidad es superior en los 

















Figura 7. Inmunización de Péptidos en presencia o ausencia de FIS. Los conejos fueron inmunizados con los péptidos 
como se describe en materiales y métodos; algunos de los conejos fueron co-inmunizados con FIS (epitope T ayudador). La 
reactividad de los anticuerpos presentes en el suero del conejo contra estos péptidos fue determinada mediante ELISA. En 
el eje X PI y P3 identifica los sueros obtenidos justo antes de la primera inmunización y 20 días  después  de la tercera 
inmunización, respectivamente; los números identifican a los conejos inmunizados con los péptidos 11382, 11389, 11416, 
11435 o 11438; en presencia de FIS (CON FIS) o en ausencia de FIS (SIN FIS). En el recuadro aparecen las diluciones de 
los sueros usados en el ELISA desde rojo, una dilución 1 en 400 hasta azul oscuro una dilución 1 en 51200.  
 
Con base en estos resultados decidimos inmunizar de aquí en adelante todos los 
animales con los péptidos nativos o análogos siempre en presencia de FIS.  
 
9.5. Antigenicidad e inmunogenicidad de péptidos de gp85. Los péptidos de 
gp85 que en el ensayo de unión y entrecruzamiento solo reconocen una banda 
(11435, 11436 y 11438, ver Fig 6), fueron inmunizados en presencia de FIS en 
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conejos Nueva Zelanda. Los anticuerpos inducidos por estos péptidos fueron 
detectados mediante ELISA; los títulos  de anticuerpos antipéptido van desde 
3200 hasta >51200, siendo el péptido 11436 el menos inmunogénico. Sin 
embargo la reactividad cruzada con el VEB es muy baja con títulos  de 3200 y 
6400 para los antisueros anti 11435 y 11436 y una reactividad alta para el péptido 
11438, con títulos  de 25600 en los dos conejos inmunizados. Ninguno de los 
sueros obtenidos antes de la primera inmunizaron tuvo reactividad con los 
péptidos o con el VEB (Tabla 4). Estos resultados muestran que estos péptidos 
son inmunogénicos, que los anticuerpos reconocen el VEB y que probablemente 
las secuencias de estos péptidos se encuentran expuestas en la proteína nativa; 
pero también nos muestran que el reconocimiento de los anticuerpos anti-péptido 
por el VEB en algunos casos es bajo; esto puede ser debido a muchas causas, 
entre otras a una baja exposición al solvente de esta secuencia, a diferencias 
estructurales drásticas entre los epitopes inmunodominantes en el péptido y el 
mismo epitope en la proteína nativa; pero también puede ser debido a que las 




Los anticuerpos antipéptido fueron purificados como se mencionó anteriormente y 
fueron probados en ensayos de reconocimiento de células infectadas mediante 
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inmunoblot, inmunoflorescencia y citometria de flujo. En general los anticuerpos de 
los sueros obtenidos antes de la primera inmunización reconocen <3% de las 
células B95-8 (células infectadas con VEB); excepto los conejos 432, 433 y 493 
que dan entre 4 y 6.3%. Los anticuerpos de los sueros obtenidos después  de la 
cuarta inmunización con los péptidos de gp85 (excepto el conejo 432) reconocen 
alrededor del 9.3% de las células infectadas con VEB; este es un porcentaje 
similar al de células B95-8 que entran al ciclo litico viral, es decir que expresan las 
proteínas de ensamblaje del VEB. Las células B95-8 fueron reconocidas en un 4% 
con por el suero de un conejo inmunizados un péptido no relevante 25684. Todos 
los anticuerpos de los sueros de los conejos obtenidos antes de la primera 
inmunización y después  de la cuarta inmunización reconocen menos del 2% de 
los LCU (células no infectadas). En cuanto a los anticuerpos inducidos por el VEB 
reconocen el 31.6% de las células infectadas y el 3.9% de las células no 
infectadas sugiriendo el reconocimiento no solo de proteínas del virión sino 
también de proteínas de latencia del VEB o una reactividad cruzada con antígenos 
celulares que presentan homología con proteínas del VEB (Figura 8 y Tabla 5).  
Es claro a partir de estos resultados que los péptidos 11435, 11436 o 11438 
inducen anticuerpos que específicamente reconocen las células infectadas 
intactas soportando la idea que estas regiones están expuestas no solo en la 






Figura 8. Detección de células infectadas con VEB por anticuerpos anti-péptido. Las células B95-8 (infectadas con 
VEB), paneles A y B y linfocitos de cordón umbilical (paneles C y D) fueron incubados con anticuerpos antipéptido 
(anti11438) y analizadas mediante citometria de flujo. En los paneles A y C los anticuerpos obtenidos antes de la primera 








Figura 9. Invasión del VEB a linfocitos de cordón umbilical en presencia de péptidos o anticuerpos anti-péptido. 
Linfocitos de cordón umbilical fueron incubados con una suspensión de VEB y luego de 16 horas se determinó la presencia 
del ADN del VEB mediante amplificación de una región específica de este virus. C (-) células no tratadas con VEB; C (+) 
células tratadas con VEB; PÉPTIDO células tratadas con VEB en presencia de uno de los péptidos 11435, 11438, 11436 o 
25684; Pi-R1 y Pi-R2 células tratadas con VEB en presencia de los anticuerpos de conejo obtenidos antes de la primera 
inmunización; PIV-R1 y PIV-R2 células tratadas con VEB en presencia de los anticuerpos de conejo obtenidos después  de 
la cuarta inmunización; MPM marcadores de peso molecular en pares de bases. 
 
9.6. Actividad Biológica de los péptidos de gp85 
Los péptidos 11435, 11436 y 11438 y los anticuerpos inducidos por estos péptidos 
fueron probados en ensayos de inhibición de la invasión del VEB en linfocitos de 
cordón umbilical. El VEB presente en el sobrenadante de las células B95-8 fue 
capaz de unirse e invadir linfocitos de cordón umbilical determinado por la 
identificación de un fragmento específico del ADN del VEB por PCR e 
identificación de la proteína gp350 mediante el anticuerpo monoclonal 8174. 
Linfocitos de cordón umbilical fueron tratados con sobrenadantes de las células 
B95-8 en presencia de los péptidos o anticuerpos anti-péptido; luego de 16 horas y 
lavados exhaustivos se determinó la presencia del ADN viral mediante 
amplificación por PCR.  Ni los péptidos 11436 y 25684, ni los anticuerpos inducido 
por el 25684, inhiben la unión e invasión del VEB a los linfocitos de cordón 
umbilical ya que se identificó la presencia del ADN del VEB en estas células; por el 
contrario los péptidos 11435 y 11438 y los anticuerpos inducidos por estos inhiben 
la invasión del VEB a los linfocitos del cordón umbilical ya que no se detectó la 
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presencia del ADN viral en estas células (Figura 9). Los anticuerpos antipéptido a 
pesar de su baja reactividad cruzada con la proteína nativa son capaces de inhibir 
la unión e invasión del VEB a linfocitos de cordón umbilical.   
 
El hecho de los péptidos 11435 y 11438 se unan específicamente a lineas 
célulares linfoblastoides, que no se unan a eritrocitos humanos, que se unan a una 
sola proteína sobre las células Raji que presenten una alta afinidad de unión 
saturable y que inhiban la unión e invasión del VEB a linfocitos de cordón umbilical 
sugieren que estos péptidos contienen las regiones de contacto de la gp85 a las 
células hospederas; de hecho la inhibición de la unión e invasión del VEB por 
estos péptidos podría ser a un bloqueo del receptor de gp85 por estos péptidos o 
a una competencia por el receptor. Estos péptidos son inmunogénicos e inducen 
anticuerpos que reconocen antígenos presentes en las células B95-8 y de acuerdo 
a los resultados de citometria de flujo, estas regiones se encuentran expuestas en 
la proteína nativa. Es muy probable que la proteína reconocida por estos 
anticuerpos sea la gp85. El hecho de que los anticuerpos inducidos por los 
péptidos 11435 y 11438 sean capaces de inhibir la unión e invasión del VEB a 
linfocitos de cordón umbilical sugiere que estos anticuerpos son capaces de 
reconocer el virus y de esta forma bloquear la unión del VEB al linfocito. Los 
péptidos 11435 y 11438 de la proteína gp85 fueron escogidos para los próximos 
experimentos.  
 
9.7. Identificación de las regiones de contacto a linfocitos de sangre 
periférica de la proteína gp350 
Los péptidos 11381, 11382, 11388, 11389, 11394 de la  región N-terminal y 11415 
y 11416 de la región C-terminal de gp350 presentaron una actividad de unión a 
células CD21(+) Raji y Ramos igual o mayor que el péptido control y muy baja a 
células P3HR-1 CD21(-) (Figura 10). De estos péptidos presentan una secuencia 
conservada de amino ácidos el 11381, 11382, 11388, 11389, y 11416 en las 
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proteínas gp350 reportadas hasta la fecha; los péptidos 11394 y 11415 presentan 
variaciones puntuales de amino ácidos. 
 
 
Figura 10. Actividad de unión de los péptidos de gp350 a lineas célulares linfoblastoides. Los péptidos que cubren 
toda secuencia de la proteína gp350 fueron probados en ensayos de unión a las lineas célulares RAJI (CR2+), RAMOS 
(CR2+) y P3HR-1 (CR2-); la actividad de unión para cada péptido fue determinada como se menciona en materiales y 
métodos (barras negras); estas actividades fueron comparadas con el péptido reportado por Nemerow (péptido de unión a 
CR2+). El número de cada péptido aparece en la columna de la izquierda, en la columna siguiente la secuencia de amino 
ácidos con la posición dentro de la proteína.  
 
Las constantes de afinidad de unión de estos péptidos a las células Raji fueron 
determinadas, excepto para el péptido 11381 para el cual los datos de la curva de 
unión no permitieron determinar la constante de afinidad. Las constantes de 
equilibrio (disociación) estuvieron en el rango entre 40 y 340 nM, siendo el péptido 






9.8. Péptidos 11382 y 11389 Inducen la síntesis de IL-6 en PBLs de manera 
similar a como lo hace el VEB  
La unión de gp350 del VEB a PBLs de sangre periférica induce la síntesis de IL-6 
(14, 33, 34), una citoquina muy importante para la proliferación de linfocitos B en 
los cuales reside el virus de forma latente. Si los péptidos de alta unión de la 
proteína gp350 contienen el sitio de contacto de la gp350 a los linfocitos es 
probable que sean capaces de inducir la síntesis de IL-6  de manera similar a 
como lo hace la proteína nativa o en ensayos de competición con el virus ser 
capaces de bloquear la producción de IL-6 inducida por el VEB; para esto PBLs de 
sangre periférica fueron incubados con los seis péptidos de alta unión y un péptido 
control por 96h a 37oC, al final del periodo de incubación los sobrenadantes se 
recolectaron y se midieron los niveles de IL-6 mediante ELISA, utilizando un kit 
comercial. Los PBLs expuestos a los péptidos  11381, 11388, 11389, 11394 o 
11415 mostraron niveles de producción de IL6 similares a los PBLs no tratados, 
sugiriendo que estos péptidos no tienen un efecto en la producción de esta 
citoquina. Por el contrario PBLs expuestos a los péptidos 11382, 11389 y 11416 
incrementaron hasta cuatro veces los niveles de IL-6, similares a los niveles 
inducidos por el VEB, lo que sugiere que estos péptidos  contienen el sitio de 
Tabla 6. Constantes de afinidad de péptidos unidos 
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unión mediante el cual el VEB se une a su receptor para inducir la producción de 
esta citoquina (Figura 11) 
 
Figura 11. Producción de IL-6 por linfocitos de sangre periférica inducida por los péptidos de gp350. Linfocitos de 
sangre periférica y aislados mediante Ficoll fueron incubados con los péptidos de alta unión de la proteína gp350, después  
de 18 horas la concentración de IL-6 en los sobrenadantes de estas células fue medido mediante un ELISA comercial de 
acuerdo a las instrucciones del fabricante usando una curva patrón. Se probaron los péptidos 11381, 11382, 11389, 11394, 
11415 y 11416; como control negativo se utilizó el péptido 25684 y como control positivo el VEB. Cada ensayo se hizo por 
triplicado.  
 
9.9 Los péptidos 11382, 11389 y 11416 son reconocidos por el mAb 72A1 
El anticuerpo monoclonal 72A1 ha sido uno de los anticuerpos contra el VEB más 
utilizados para estudiar la interacción de gp 350 con los PBLs (160). Este 
monoclonal inhibe la interacción de la proteína gp 350 con el CR2 e inhibe la unión 
del VEB a PBLs; la evidencia experimental sugiere que el mAb 72A1 reconoce los 
sitios de contacto de la proteína gp350 con el CR2 (161). Mediante un ensayo de 
ELISA se encontró que el mAb 72A1 se une específicamente a los péptidos de 
alta unión 11382, 11389 y 11416 en una manera dosis dependiente, alcanzando 
unos niveles de unión de 72, 100, o 55% de la unión del mAb 72A1 al EBV, 
respectivamente; con títulos  de anticuerpo mayores o iguales a 25600 a 10 µg/ml 
del péptido. Por el contrario los péptidos 11381, 11388, 11394 y 11415 de alta 
unión a células CR2(+) no fueron reconocidos significativamente por el mAb 72A1 
(presentaron una unión menor del 20% de la unión obtenida con el mAb 72A1) 
91 
 
(Figura 12A). De otro lado, los péptidos 11382, 11389 y 11416 inhibieron la unión 
del mAb 72A1 al VEB en una manera dosis dependiente en un ensayo de ELISA 
competitivo, de manera similar a como lo hizo el VEB; por el contrario el péptido 
no relevante 25684 no tuvo efecto pronunciado sobre la unión. Esto sugiere que 
los péptidos 11382, 11389 y 11416 son reconocidos por el mAb 72A1  usando el 
mismo paratope (Figura 12B).  
Con el fin de determinar si el mAb 72A1 tiene efecto sobre la inducción de IL-6 por 
los péptidos o el VEB, PBLs fueron incubados con los péptidos 11382, 11389, 
11416 o con el VEB en presencia o ausencia del mAb 72A1; después de 96 h los 
niveles de IL-6 fueron determinados en los sobrenadantes. Se encontró  que el 
mAb 72A1 inhibe más del 50% de la síntesis de IL-6 inducida por los péptidos 
11382, 11416 o el VEB (Figura 12C). El efecto inhibitorio del mAb 72A1 sobre la 
síntesis de IL-6 inducida por el VEB fue eliminado cuando el mAb fue preincubado 
con los péptidos 11382, 11389 y 11416 (Figura 12D). Todos estos datos nos 
muestran que las regiones reconocidas por el mAb 72A1 en la proteína gp350 se 
encuentran localizadas muy probablemente en las secuencias de los péptidos 
11382, 11389 y 11416 y que estas secuencias son las involucradas en la 




Figura 12. Actividad Biológica de los péptidos de alta unión de gp350. En A, la reactividad de los péptidos de alta unión 
de gp 350 con el anticuerpo monoclonal 72A1 fue mediada mediante un ELISA a diferentes concentraciones del péptido. En 
B, la capacidad de inhibición de la unión del mAb 72A1 al VEB, de los péptidos de gp350 fue determinada mediante un 
ELISA competitivo. En C, efecto del mAb 72A1 en la capacidad de inducir la síntesis de IL-6 de los péptidos 11382, 11389 o 
11416; la barra azul muestra la producción de IL-6 inducida por el péptido, la barra naranja la IL-6 inducida por el péptido en 
presencia del mAb 72A1; C(+) son las células tratadas con el VEB; C(-) son las células sin tratar, es decir linfocitos de 
sangre periférica. En D, el efecto del mAb 72A1 en la síntesis de IL-6 inducida por el VEB, el VEB induce la producción de 
IL-6 (VEB), que es  inhibida por el mAb 72A1 (mAb); si el anticuerpo es preincubado con el péptido 11382, 11389 o 11416 el 
efecto inhibitorio del monoclonal se pierde; C(-) células sin tratar. 
 
9.10. Anticuerpos inducidos por los péptidos 11382, 11389 y 11416 
reconocen células infectadas con VEB intactas e inhiben la síntesis de IL-6 
inducida por el VEB. 
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Todos los péptidos monoméricos de gp350 que presentaron alta actividad de 
unión específica a células CR2(+) fueron inmunizados en conejos nueva Zelanda, 
en presencia del epitope T ayudador FIS (159). Estos péptidos indujeron 
anticuerpos antipéptido con títulos  entre 6400 a 51200 determinados por ELISA. 
Estos anticuerpos antipéptido también reconocen el VEB por ELISA pero con 
títulos  más bajos entre 3200 y 25600 (Figura 13). Esto sugiere que parte de las 
secuencias de estos péptidos esta expuesta en el VEB intacto; de hecho los 
anticuerpos inducidos por el VEB aislado de cultivos de las células B95-8, 




Figura 13. Títulos  de anticuerpos de los sueros inmunizados con los péptidos de gp350 o el VEB. Los sueros de los 
conejos inmunizados con los péptidos o con el VEB fueron ensayados mediante ELISA a diferentes concentraciones. Los 
títulos  de anticuerpos fueron determinados no solo contra el péptido que se inmunizó (barra azul) sino contra el VEB 
(reactividad cruzada, barra verde) 
 
Los anticuerpos anti-péptido fueron aislados de los sueros de conejos mediante 
dos precipitaciones secuenciales la primera con ácido caprílico y la segundo con 
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sulfato de amonio. La pureza y actividad biológica de los anticuerpos fue 
determinada mediante SDS-PAGE y ELISA, respectivamente. Estos anticuerpos 
anti-péptido reconocen en promedio un 11 ± 3.2 % de las células B95-8 
estimuladas con 12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA) por 
inmunoflorescencia indirecta  y por citometria de flujo y solo reconocen  1.6 ± 0.5% 
de los linfocitos de cordón umbilical (LCU) o de sangre periférica (células no 
infectadas con el VEB). Es de anotar que los anticuerpos inducidos por el VEB 
reconocen  alrededor del 32% de las células B95-8 y solo alrededor del 4% de los 
linfocitos de cordón umbilical. Por el contrario los anticuerpos de los sueros de los 
conejos obtenidos antes de la primera inmunización reconocen en promedio el 2.6 







Figura 14. Reconocimiento de las células infectadas con VEB por los anticuerpos anti péptido de gp350. Las células 
B95-8 cultivadas en presencia de TPA para inducir la producción del VEB o los linfocitos de cordón umbilical aislados de 
mediante Ficoll fueron incubados con los anticuerpos aislados de los sueros como se mencionó en materiales y métodos y 
luego con un anticuerpo anticonejo marcado con FITC; los complejos fluorescentes unidos a la célula fueron detectados 
mediante citometria de flujo. En verde los linfocitotos de cordón umbilical, no infectados con VEB (CBLs) y en rojo las 
células B95-8, infectadas con VEB.  
 
A estos anticuerpos se les determinó la capacidad de inhibir el efecto de inducción 
de IL-6 del VEB sobre los PBLs. Cuando el VEB fue preincubado con los 
anticuerpos anti péptido 11382, 11389, 11416 o anti-VEB se presentó una 
disminución en la inducción de IL-6 entre el 50 y el 70%; por el contrario los 
anticuerpos contra los otros péptidos no tienen ningún efecto (Figura 15).   
 
 
Figura 15. Efecto de los anticuerpos anti-péptido en la inducción de IL-6 por el VEB en linfocitos de sangre 
periférica. Linfocitos de sangre periférica fueron incubados con el VEB que había sido previamente incubado con 
anticuerpos aislados de los sueros de los conejos inmunizados con los péptidos de gp350. Las barras rojas el VEB fue 
incubado con los anticuerpos obtenidos antes de la primera inmunización; las barras naranjas con los anticuerpos obtenidos 
después  de la cuarta inmunización. Los conejos 406 y 407 inmunizados con el péptido 11382; los conejos 412 y 417 con el 
péptido 11389; 425 con el péptido 11416; los controles son VEB que es el conejo inmunizado con el VEB y C(-) que es el 
conejo inmunizado con el péptido no relevante. La concentración de IL-6 fue determinada usando un ensayo de ELISA 
comercial  
 
9.11 Los péptidos 11382, 11389, 11416 y los anticuerpos inducidos por ellos 
inhiben la invasión del VEB a los LCU. 
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La invasión de los LCU por parte del VEB fue monitoreada mediante amplificación 
específica de un fragmento de 300 pares de bases de ADN del VEB por PCR y 
confirmada  mediante citometria de flujo utilizando el mAb 8174 (Chemicon) que 
se une específicamente a gp350; este anticuerpo reconoce el 31.6% de los LCU 
tratados con VEB y solo reconoce el 2% de los LCU no tratados. Ensayos de 
invasión realizados en presencia de los péptidos de alta unión de gp350 a 
concentraciones micromolares o en presencia de anticuerpos muestran que los 
péptidos 11382, 11389 o 11416 y los anticuerpos inducidos por estos inhiben la 
invasión; por el contrario los péptidos 11381, 11388, 11394 o 11415 y los 
anticuerpos inducidos por estos o los anticuerpos obtenidos antes de la primera 
inmunización no inhiben la invasión como se puede ver por la amplificación 










Figura 16. Invasión del VEB a  LCUs en presencia de péptidos de gp350 y de los anticuerpos inducidos por estos 
péptidos. Los LCUs fueron incubados con el VEB en presencia de péptidos o anticuerpos antipéptidos; después  de la 
incubación las células fueron lavadas exhaustivamente se extrajo el ADN y se amplificó un fragmento específico de ADN del 
VEB. C(-) LCUs no tratados con el VEB; C(+) LCUs tratados con el VEB, se puede ver la amplificación de la banda 
específica del VEB; el resultado del ensayo de la amplificación cuando los LCUs fueron tratados con el VEB y con los 
péptidos que aparecen en a la derecha, se reportan en la columna PÉPTIDO; en los tratados con los anticuerpos obtenidos 
del suero antes de la primera inmunización o con los anticuerpos post cuarta inmunización aparecen en la columna Pi-R y 
en la columna PIV-R, respectivamente 
 
De acuerdo a estos resultados los péptidos 11382, 11389 y 11416 tienen regiones 
de la proteína gp350 involucradas en la invasión del VEB. Los péptidos 11382 y 
11389 pertenecen a la región N-terminal contenida en los primeros 576 que ha 
sido implicada en la unión de gp350 al CR2; este fragmento presenta una 
actividad de unión similar a las células Raji similar a la de la proteína completa (4, 
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47). De otro lado el péptido 11416 pertenece a la región C-terminal la cual ha sido 
reportada como el blanco de anticuerpos neutralizantes (48, 49). Teniendo en 
cuenta que los péptidos 11382, 11389 y 11416 se unen específicamente a células 
CR2(+), son reconocidos por el mAb 72A1, inhiben la unión del mAb 72A1 al VEB, 
bloquean el mAb 72A1 en la inhibición de la síntesis de IL-6 mediada por la 
interacción gp350 con PBLs, inhiben in vitro la invasión del VEB a los PBLs y 
anticuerpos inducidos inhiben la invasión in vitro del VEB a los PBLs, todos estos 
datos indican que estos péptidos no solo contienen las secuencias de contacto de 
la gp350 sino también el sitio de contacto con el mAb 72A1. Esto concuerda con 
resultados previos que muestran que el sitio reconocido por el mAb 72A1 puede 
estar localizado en la región WCHHAEMQNPVYLIPETVPYIKW de acuerdo a los 
resultados obtenidos con proteínas recombinantes (4). Interesantemente análisis 
de homología y de áreas de contacto usando LALING y GETÁREA muestran que 
las secuencias de estos tres péptidos presentan homología con las regiones del 
C3d que entran en contacto con el CR2: 
 
11382 HHAEMQNPVYLIPETVPYIK 
C3d  LILEKQKPDGVFQEDAPVIH 
 
11389 YVFYSGNGPKASGGDYCIQS 
C3d  EQVNSLPGSITKAGDFLEAN 
 
11416 PSTSSKLRPRWTFTSPPVTTY 
C3d  PSSAFAAFVKRAPSTW LTAY  
 
En negrilla se muestran los aminoácidos idénticos o similares y subrayados los 
aminoácidos que entran en contacto con el CR2 de acuerdo a la estructura 




Estas regiones pueden ser usadas para inducir anticuerpos neutralizantes, estos 
datos fueron publicados recientemente (163). Recientemente se describió la 
estructura tridimensional de la región N-terminal de la proteína gp350 (164), en 
donde se encuentran localizados las secuencias de los péptidos 11382 y 11389; 
se encontró que la secuencias de estos dos péptidos forman una región libre de 
glicosilación negativamente cargada que de acuerdo a los estudios de mutaciones 
puntuales es el sitio de contacto al receptor CR2 (164). 
En resumen los péptidos seleccionados fueron los siguientes: de la proteína L1 del 
VPH, encontramos los péptidos 18283, 18294 y 18301; del VEB, de la proteína 
gp350  encontramos los péptidos 11382, 11389 y 11416 ; de la proteína gp85 
encontramos los péptidos 11435 y 11438. 
 
9.12. Estructura secundaria de los péptidos de alta unión en la proteína 
nativa.  
En la estructura reportada recientemente de la proteína gp350, el péptido 11382 
pertenece a una región casi lineal, con características de enrollamiento al azar de 






Figura 17. Estructura de la región N-terminal de la proteína gp350. Esta estructura fue construida a partir de las 
coordenadas reportadas en el banco de datos (2h6o). En rojo se encuentra representado el péptido 11382 y en verde el 
péptido 11389; esta región es la región de contacto de la proteína con CD21 de acuerdo a los resultados de mutaciones; 
además es la única región libre de carbohidratos 
 
En cuanto al péptido 11416, este fue modelado sobre la estructura del c3dg 
reemplazando la secuencia del péptido por la secuencia homologa en la proteína, 
y haciendo una minimización, de acuerdo a esto el péptido presenta una 
estructura de vuelta reversa (Figura 18) 
 
Figura 18. Estructura de la quimera de c3dg mostrando el péptido 11416. Con base en la estructura reportada de la 
proteína C3dg (1w2s) en la región de alta homología con el péptido 11416 se reemplazaron los amino ácidos por los del 
11416 la quimera se minimizó en rojo se muestra la estructura del péptido 11416 en esta quimera. 
 
En el caso de los péptidos 18283, 18294 y 18301 las secuencias de estos 
péptidos en la proteína L1 son de vuelta reversa para el 18283 y 18294 y de hélice 





Figura 19. Estructura de la proteína L1 de VPH-16 y ubicación de los péptidos seleccionados. La estructura de la 
proteína L1 reportado y guardada en el banco de datos de proteínas (PDB 1dzl) fue construida usando el programa VMD; la 
proteína se orientó de tal forma que la región expuesta de la proteína se encuentra hacia arriba de acuerdo a las estructuras 
recientemente reportadas del pentámero o al modelo previamente publicado. En rojo aparece la región que ocupa la 
secuencia del péptido 18283 en la estructura de la proteína, en verde la del péptido 18294 y en azul la del 18301. 
 
De la proteína gp85 no se conoce la estructura pero análisis de homología con 
otras proteínas de fusión viral sugieren que la región en la que se encuentran los 
péptidos 11435 y 11438 son regiones helicales (165). 
 
9.13. Rasgos estructurales de los péptidos en solución acuosa 
Inicialmente los rasgos de estructura tridimensional de estos péptidos fueron 
determinados mediante dicroismo circular en agua y en TFE al 30%. Los péptidos 
11416 y 18294 en agua presentaron un espectro característico de un péptido 
enrollado al azar, es decir un mínimo de absorbancia alrededor de 200 nm (Figura 
20); este espectro no fue modificado sustancialmente cuando los espectros de 
dicroismo circular fueron tomados en TFE al 30%. La secuencia del péptido 18294 
en la estructura reportada de L1 es una vuelta reversa amplia (Figura 19); en 
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cuanto a la secuencia del péptido 11416 en el modelo quimérico es una vuelta 
reversa que termina en una vuelta de hélice α (Figura 18). Los péptidos 11382 y 
11389 presentaron en agua un espectro característico de una estructura al azar; 
este espectro cambio drásticamente cuando se tomó en TFE al 30%, presentando 
espectros característicos de moléculas que presentan combinación de estructuras 
(estructuras al azar, hojas β, vueltas reversas y hélices α) (Figura 20). La 
secuencia del péptido 11382 en la proteína nativa es una estructura al azar con 
una región N-terminal que pertenece a una hoja β (Figura 17); en cuanto a la 
secuencia del péptido 11389 esta pertenece a una vuelta reversa unida por hojas 
β (Figura 17). El péptido 18283 en agua presentó un espectro característico de un 
péptido desenrollado (estructura al azar) que sufre un cambio drástico cuando el 
espectro fue tomado en TFE al 30%, en esta solución el péptido presentó un 
espectro que contiene dos mínimos de absorbancia entre 200 y 230 (Figura 20) 
que sugieren la presencia de hojas β y a algo de hélice α o estructuras al azar; la 
secuencia de este péptido en la proteína nativa presenta fragmentos de 
estructuras al azar, vueltas reversas y hojas β (Figura 19). Los péptidos 11435, 
11438 y 18301 presentan espectros característicos de estructuras al azar en agua, 
con una pequeña proporción de hélice α de acuerdo a la absorbancia medida a 
222 nm; estos espectros cambian drásticamente a espectros característicos de 
hélices α, con los dos mínimos de absorción entre 205 y 225 nm y con un máximo 
de absorción entre 190 y 195 nm, cuando el péptido se encuentra en TFE al 30%  
(Figura 20). La secuencia del péptido 18301 hace parte una hélice α que termina 
en una estructura al azar en la estructura de la proteína L1 (Figura 19). En cuanto 
a la secuencia de los péptidos 11435 y 11438 Aunque no ha sido reportada la 
estructura de la proteína se sabe que esta región de la proteína presenta 
homología con una región de hélice α de otras proteínas similares de herpesvirus 
(165). Es claro que la mayoría de estos péptidos presentan una estructura 
aleatoria en una solución acuosa y que es diferente a la hélice α o característica 
de vuelta reversa en TFE, esto sugiere fuertemente que la estructura de estos 
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péptidos no es estable en solución acuosa y que la mayoría se encuentran en 
estado aleatorio o desenrollado. 
 
 
Figura 20. Espectros de Dicroismo Circular de los péptidos nativos. Los espectros de estos péptidos nativos de gp85, 
gp350 y L1 fueron tomados en una solución acuosa (linea azul) y en una solución de TFE al 30% (linea verde), en un rango 
entre 190 y 260 nm.  
 
9.14. Determinación de las áreas accesibles de los péptidos enrollados y 
desenrollados.  
Los cambios en las áreas apolares expuestas al solvente son críticas para la 
estabilidad de una estructura en solución acuosa. Los datos experimentales 
muestran que uno de los factores determinantes del enrollamiento de una proteína 
es el entierro de las áreas hidrofóbicas de la proteína; en general a mayor área 
hidrofóbica enterrada mayor es la estabilidad de la estructura formada. En cuanto 
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a los péptidos estudiados determinamos cual es el cambio de área superficial 
entre el  péptido enrollado y el péptido desenrollado usando el software 
GETÁREA; para esto utilizamos los archivos PDB de los péptidos 11389, 11416, 
11435, 11438, 18283, 18294 y 18301 en estado enrollado y desenrollado; no se 
estudio el péptido 11382 porque en la proteína nativa este péptido esta 
desenrollado. A partir de las diferencias de áreas expuestas determinamos los 
parámetros termodinámicos de desenrollamiento. El péptido 11389 al formar la 
vuelta reversa entierra un total de 753 A2 de área, la cual esta conformada por 
partes casi iguales de área polar y apolar (Tabla 7); los amino ácidos que más 
contribuyen a esta área son las Tirosinas, 2V, 6N, 9K, 13G, 14D y 16C; de acuerdo a 
estos cálculos el desenrollamiento de la vuelta reversa aumenta la capacidad 
calorífica del sistema, disminuye la entropía del sistema y absorción de energía 
para desenrollar el péptido; de acuerdo a estos cálculos el péptido tiende a estar 
en forma de vuelta reversa más que en estado extendido con un cambio de 
energía libre para el proceso de 13 Kcal/mol. La estabilidad de esta vuelta reversa 
es debida principalmente al entierro de área apolar. En cuanto al péptido 11416 al 
formar la vuelta reversa entierra 721 A2, enterrando proporciones similares de 
áreas polares y apolares; los amino ácidos que más contribuyen son 3S, 5K, 9W, 
12T, 16V y 17T, principalmente en área apolar; el cambio de capacidad calorífica y 
de entalpía es positivo; el cambio en entropía es negativo con un cambio en 
energía libre positivo; todo esto sugiere que el péptido tiende a estar en forma de 
vuelta reversa debido en su mayoría al entierro de área apolar (Figura 21 y Tabla 
7). El efecto entrópico en estos dos péptidos probablemente es debido al efecto 
hidrofóbico de las moléculas de agua. El péptido 11435 al enrollarse en forma de 
hélice α entierra 673 A2 de área total, siendo las tres cuartas partes del área 
enterrada hidrofilica; los amino ácidos que más contribuyen son 10D, E11, 16L y 17V; 
en este péptido la 18F esta más expuesta en la hélice que en el péptido 
desenrollado; los datos termodinámicos calculados con base en estos datos 
muestran que la capacidad calorífica disminuye, el cambio de entalpía y de 
entropía es positivo lo que hace que a pesar de que el proceso sea favorecido 
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entropicamente se necesita tanta energía para desenrollar el péptido que la 
energía libre es positiva lo que indica que el péptido tiende a estar en forma de 
hélice más que en forma extendida. El péptido 11438, es una hélice α que al 
enrollarse entierra 792 A2 principalmente de área polar; los aminoácidos que más 
contribuyen a esta área son desde 5NLKDM9. Interesantemente en este péptido 
los aminoácidos hidrofóbicos 3V y 11F se encuentran más expuestos en la hélice α 
que en la estructura extendida. El cambio en capacidad calorífica determinada con 
estos datos es negativo y el cambio entrópico es positivo lo que contribuye al 
desenrollamiento del péptido sin embargo el cambio entálpico es positivo y grande 
lo que de acuerdo a estos cálculos tienda a estar en estructura de hélice α con 
cambio de energía libre positivo para el proceso de desenrollamiento de 18 
Kcal/mol (Figura 21 y Tabla 7). El péptido 18283 en la proteína nativa presenta 
una vuelta reversa que entierra un área total de 258 A2 de las cuales la mayoría es 
área polar; inclusive el péptido en forma extendida presenta menor área apolar 
que el péptido en forma reversa. Los aminoácidos que más contribuyen con esta 
área son 15Q y 17R. Es de resaltar que la 19V se encuentra más expuesta en el 
péptido en forma extendida que en el péptido en forma reversa, esto 
probablemente genera inestabilidad en la vuelta reversa. El cambio de capacidad 
calorífica del desenrollamiento de este péptido es negativo y el cambio de entropía 
y entalpía son positivas esto hace que aunque a nivel entrópico tiende a 
desenrollarse la energía necesaria para desenrollarlo es muy alta y supera el valor 
energético de la entropía (Figura 21 y Tabla 7). El péptido 18294 al enrollarse en 
forma de vuelta reversa entierra un área total de 363 A2 siendo más del 90% área 
polar (Figura 21 y Tabla 7). Los aminoácidos que más contribuyen a esta son 5G y 
12L. En este péptido los aminoácidos 3I, 19P y 20T están más expuestos en la vuelta 
reversa que en la forma extendida. El cambio en la capacidad calorífica es 
negativo, el cambio en entropía es positivo y el cambio entálpico es positivo y es lo 
que de acuerdo a estos cálculos hace que el péptido no se desenrolle a pesar de 
que el péptido extendido presenta una mayor entropía que el péptido en vuelta 
reversa (Figura 21 y Tabla 7). El péptido 18301 es un péptido que al enrollarse 
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entierra un área total de 712 A2 la mayoría siendo área apolar. Los aminoácidos 
que  más contribuyen a esta área son 1E, 2D, 5R, 7V, 10Q, 11ª, 15Q y 17H; el cambio 
de capacidad calorífica es negativo el cambio de entropía es positivo y favorece el 
desenrollamiento sin embargo el cambio entálpico es positivo y mayor que el 
cambio entrópico lo que hace que el péptido tienda a estar en forma helical (Figura 
21 y Tabla 7). En conclusión estos cálculos nos muestran que entre el estado 
extendido y el enrollado los péptidos tienen a estar más en el estado enrollado en 
forma de hélice o de vuelta reversa; estos datos no concuerdan con lo observado 
en los espectros de DC sugiriendo que además de los dos estados anteriormente 
mencionados existen en solución otros estados más probables que pueden estar 
involucrando un colapso hidrofóbico o interacción intermoleculares. Otra de las 
cosas que queda claro de estos resultados es que en la mayoría de los péptidos el 
estado enrollado presenta una menor entropía que en el estado extendido excepto 
para los péptidos 11389 y 11416. También es claro de acuerdo a estos resultados 
que el proceso de enrollamiento es entalpicamente conducido con un cambio 




Figura 21. Determinación de las diferencias de áreas  entre el péptido enrollado y el péptido lineal. Las áreas fueron 
calculadas con el programa GETÁREA se tomó el péptido  lineal minimizado y el péptido  enrollado como se encuentra en 
la estructura de la proteína nativa. No se hizo el cálculo del péptido 11382 porque este es lineal en la proteína nativa. En la 
gráfica aparecen las diferencias de áreas entre el péptido  lineal menos el péptido en la estructura nativa. En negro la 






9.15. Determinación de las áreas accesibles entre el péptido libre en solución 
y  la proteína nativa.  
La diferencias en ASA (área superficial accesible) que la secuencia de a los 
péptidos de alta unión tienen en la proteína nativa y el ASA que el péptido tiene 
aislado nos da una idea general de las regiones que probablemente ahora se 
encuentran expuestas dentro del péptido. Durante una inmunización estas 
regiones pueden inducir anticuerpos que es muy probable que no puedan 
interactuar con la proteína nativa; si en estas regiones encontramos aminoácidos 
hidrofóbicos es probable que estos hagan parte de epitopes inmunodominantes en 
el péptido. Estas regiones fueron determinadas mediante el programa GETÁREA. 
Como aminoácidos inmunológicamente críticos definimos aquellos aminoácidos 
hidrofóbicos que exponen en el péptido nativo más de 100 A2. En el caso del 
péptido 11382, los aminoácidos hidrofóbicos que se encuentran en el péptido 
aislado son 142H, 146M Y 152L. En cuanto al péptido 11389 ningún aminoácido 
hidrofóbico de más de 100 A2 sin embargo la región 282YVFY285 es una región que 
es hidrofóbica que expone una gran área para interactuar con los anticuerpos. En 
cuanto al péptido 11416 hay dos aminoácidos críticos que se exponen la 75L y 78Y, 
hay otro aminoácido que se expone que es la 71T sin embargo es de aclarar que 
este aminoácido es poco inmunogénico por la presencia del grupo hidroxilo. En 
cuanto  a los péptidos de la proteína L1 encontramos lo siguiente: en el péptido 
18283 la región N-terminal los aminoácidos 68L, 70Y, 72V y 73F se encuentran ahora 
expuestos en el péptido formando un posible epitope de interacción con los 
anticuerpos. En cuanto al péptido 18294 el único aminoácido es 292F, en el péptido 
18301 no encontramos ningún aminoácido expuesto (Figura  22). Es de aclarar 
que la proteína L1 se autoasocia para formar la capside del virus y es probable 
que parte de los aminoácidos expuestos en la proteína sean enterrados en el 







Figura 22. Área expuesta del péptido enterrada en la proteína nativa. El área de la secuencia del péptido en la 
secuencia nativa y en el péptido aislado fue determinada mediante GETÁREA. En la grafica aparecen la diferencia de áreas 
entre el péptido aislado y el péptido en la proteína nativa, se muestra el área total y el área apolar. Para los péptidos 11382 
y  11389 se utilizó la estructura reportada para la proteína gp350 (PDB 2h6o), para el péptido 11416, el modelo quimérico 
c3dg-gp350 (PDB 1w2s); para los péptido 18283, 18294 y 18301 se utilizó la estructura de la proteína L1 de HPV-16 (PDB 
1dzl)  
 
9.16. Diseño de péptidos análogos 
Teniendo en cuenta que los péptidos no presentan una estructura estable en 
solución y que en general estos rasgos estructurales difieren de los que estas 
regiones presentan en la proteína nativa, decidimos modificar estos péptidos para 
tratar de incrementar la estabilidad de la estructura de estos péptidos, 
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disminuyendo la entropía configuracional del péptido. Para esto se siguieron tres 
estrategias, primero en algunos péptidos se cambiaron aquellos amino ácidos que 
generan más entropía como las Glicinas, Alaninas; estos amino ácidos fueron 
cambiados por residuos que aumentan la rigidez de la cadena peptídica, es decir 
por Prolinas o por amino ácidos ramificados en el Carbono β como Treonina, 
Valina o Isoleucina.  
 







Figura 23. Estructura tridimensional en estereo del péptido 11416 en el modelo de la proteína quimerica. Los átomos 
de la cadena principal de la secuencia del péptido en la quimera de C3dg son mostrados en azul. En los otros colores se 
muestran los amino ácidos que fueron cambiados en la secuencia del péptido para tratar de conservar la estructura nativa: 
los amino ácidos  71T purpura, 75L rojo y 81F verde; los amino ácidos 73S y 85P en amarillo fueron cambiados por C para tratar 
de formar un puente disulfuro. Es de aclarar que los cambios fueron en diferentes péptidos análogos 
 
No hay una estructura reportada hasta el momento de la región c-terminal de la 
proteína gp350 en donde se encuentra ubicado este péptido; pero teniendo en 
cuenta la homología y el contenido de Prolinas es muy probable que esta región 
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sea parte de un loop como se ve en la quimera construida de esta región (Figura 
18, 23). Existen algunos amino ácidos que de acuerdo a esta estructura generan 
mucha tensión en la estructura de la vuelta reversa; esto se nota en el diagrama 
de Ramachandran en el cual los ángulos diedros phi y psi de la 71T y la 81F se 
encuentran regiones de alta energía, haciendo que el péptido en una dinámica 
molecular se estire rápidamente (Figura 24).  
 
 
Figura 24. Diagrama de Ramachandran del péptido 11416. Este diagrama fue determinado mediante el programa VMD 
teniendo como base el PDB del péptido en la proteína nativa. Las zonas azules son las de menor energía de los ángulos psi 
y phi, las zonas de color verde son las de mayor energía pero permitidas. Por fuera de estas zonas las parejas de ángulos 
psi y phi almacenan energía y generan tensiones en la estructura. 
 
Estos amino ácidos 71T y 81F son amino ácidos voluminosos y en el caso de la T 
inducen gran restricción al número de estructuras que este péptido puede adquirir 
en solución; sin embargo, de acuerdo al análisis de Ramachandran una de las 
estructuras que estaría restringida sería precisamente la que presenta en la 
proteína nativa; por esta razón estos dos amino ácidos fueron cambiados por 
Prolinas, teniendo en cuenta que este amino ácido le permite a la cadena doblarse 
como se requiere en la vuelta reversa; esto concuerda más con lo que se ve en la 
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estructura de la región homologa del C3dg. En el caso de los aminoácidos 71T, 75L 
o 81F estos fueron cambiados por D tratando de restringir la movilidad de la vuelta 
reversa generando una posible atracción electrostática con la 78R. Otra de las 
razones para el cambio 71T o 75L por D es con el fin de disminuir la 
inmunogenicidad de estas regiones ya que gran parte de la región hidrofóbica de 
estos amino ácidos no esta expuesta en la proteína nativa y que en el péptido se 
encuentran expuestas, por esta razón uno de los péptidos análogos se recortó dos 
amino ácidos en el carboxi (TY) y se alargó dos amino ácidos en el amino (Figura 
23); el bajo reconocimiento cruzado de los anticuerpos anti-péptido por la proteína 
nativa puede ser debido a que la región inmunodominante del péptido puede ser 
precisamente esta. En el caso de esta vuelta reversa los amino ácidos 73S y 85P, 
que se encuentran a menos de 5A en la estructura tridimensional fueron 
cambiados por Cisteína con el fin de inducir un puente disulfuro intramolecular que 
nos permita restringir el número de estructuras posibles que presenta el péptido. 





















9.16.2. Péptido 11382. 
 
 
Figura 25. Estructura tridimensional en estereo del péptido 11382. La estructura del péptido 11382 fue construida con 
base en la estructura de la gp350 reportada. En verde aparecen los amino ácidos que en la proteína nativa no están 
expuestos y que fueron modificados en algunos de los péptidos análogos (1H, 2H, 5M, 9V, 11L y 13P); en rojo aparecen los 
amino ácidos que fueron cambiados para modificar la rigidez del péptido; en azul las regiones que no fueron modificadas en 
el péptido 
 
De acuerdo a la estructura en la proteína nativa el péptido 11382 pertenece a una 
región desenrollada de la proteína (Figura 25). En los péptidos análogos 33215, 
33216 y 33218 se adicionaron algunos amino ácidos cargados (ácidos y básicos) 
en la región N- terminal se usaron amino ácidos cargados y en el péptido análogo 
33220 le adicionamos amino ácidos principalmente básicos en la región C-terminal 
para disminuir la inmunogenicidad de estas regiones ya que gran parte de la 
región hidrofóbica de estos amino ácidos no esta expuesta en la proteína nativa. 
Además, los amino ácidos 15TVP17 generan mucha tensión en la estructura no solo 
porque son amino ácidos que tienen menor entropía configuracional sino también 
porque de acuerdo diagrama de Ramachandran (Figura 26) en el cual los ángulos 




Figura 26. Diagrama de Ramachandran del péptido 11382. Este diagrama fue determinado mediante el programa VMD 
teniendo como base el PDB del péptido en la proteína nativa. Las zonas azules son las de menor energía de los ángulos psi 
y phi, las zonas de color verde son las de mayor energía pero permitidas. Por fuera de estas zonas las parejas de ángulos 
psi y phi almacenan energía y generan tensiones en la estructura. 
 
En los péptidos análogos 33218 y 33220 la Prolina 8 fue cambiada por Arginina o 
Leucina con el fin de modificar la mobilidad de la cadena peptídica. En los 
péptidos análogos 33362 y 33363 recortamos el péptido en el carboxi terminal e 
incluimos algunos amino ácidos de la proteína nativa en la región N-terminal; por 
el contrario en los péptidos análogos 34055 y 34056 recortamos el N-terminal y 
alargamos el C-terminal; es de aclarar que de acuerdo a la estructura de la 
proteína nativa la región C-terminal se encuentra más expuesta que la región N-
terminal; en el caso del péptido 33363 adicionalmente le cambiamos una Tirosina 
por una Prolina con el fin de inducirle un mayor rigidez en el carboxi y disminuir la 
hidrofobicidad de esta región. Como las dos Histinas en su mayoría no están  
expuestas en la proteína nativa (Figura 25), las cambiamos por Aspártico en el 
34055. En el caso del péptido 34056 tratamos de hacer una vuelta reversa 
cambiando la Metionina 5 y la Treonina 15 por Cisteínas con el fin de inducir un 
puente disulfuro intra catenario. En los péptidos 34303 al 34304 cambiamos 
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aquellos amino ácidos hidrofóbicos que no están  expuestos en el proteína nativa 
(5M o 9V por T) y que potencialmente puedan inducir anticuerpos por la Treonina 
que es más polar, conserva las características de tamaño y volumen  y genera 
menor entropía configuracional; de esta forma es muy probable que no se 
distorsione la estructura nativa. Todos los péptidos análogos del péptido 11382 en 
encuentran en la Tabla 9. 
 
Tabla 9. Péptidos Análogos del 11382 diseñados y sintetizados 
Péptido Secuencia 
11382         1HHAEMQNPVYLIPETVPYIK20 
33215     DDIDRMYAEMQNPVYLIPETV 
33216     ISLRDLYAEMQNPVYLIPETV 
33218     ISLRDLYAEMQNRVYLIPETV 
33220          HHAEMQNLVYLILYKKKNA 
33362   VFGTMWCHHAEMQNPVYLIP 
33363   VFGTMWCHHAEMQNPVPLIP 
34055          DDAEMQNPVYLIPETVPYIK 
34056          HHAECQNPVYLIPECVPDIK 
34303             ETQNPVYLIPETVPYIKWDN 




9.16.3. Péptido 11389 
 
Figura 27. Estructura tridimensional en estereo del péptido 11389. La estructura del péptido 11389 fue construida con 
base en la estructura de la gp350 reportada. La estructura del péptido es una vuelta reversa que esta expuesta en su 
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mayoría en La proteína nativa. Las parejas de amino ácidos 1Y-20S (en rojo), 2V-19Q (en naranja), 3F-18I (en verde), 4Y-
17C (en amarillo limón) y 5S-16Y (en amarillo) fueron cambiados por Cisteínas con el fin de formar un puente disulfuro 
intracatenario.  En rosado aparecen las Glicinas 13 y 14 que  en los péptidos 34060 y 34061 fueron cambiadas por 
Alaninas. En azul aparecen los átomos de la cadena principal de los amino ácidos que no fueron modificadas en el péptido. 
 
La secuencia del péptido 11389 se encuentra expuesta en la proteína nativa y de 
acuerdo a la estructura reportada recientemente es una vuelta reversa que termina 
en dos hojas β antiparalelas. Los cuatro primeros y los tres últimos amino ácidos 
no están  expuestos en la proteína nativa y en su mayoría son hidrofóbicos (Figura 
27). En los péptidos 34057 al 34061 cambiamos algunos de estos aminoácidos 
por aminoácidos cargados positivamente o negativamente con el fin de tratar de 
disminuir la inmunogenicidad de estas regiones, buscando que la inmunogenicidad 
de estos análogos sea dirigida especialmente hacia la vuelta reversa. En los 
péptidos 34060 y 34061 adicionalmente se cambiaron las Glicinas 13 y 14 con el 
fin de aumentar la rigidez del péptido disminuyendo la entropía configuracional del 
péptido y de esta forma el número de estructuras posible que el péptido puede 
adquirir; además de tratar de disminuir la tensión que se presenta en esta región 




Figura 28. Diagrama de Ramachandran del péptido 11389. Este diagrama fue determinado mediante el programa VMD 
teniendo como base el PDB del péptido en la proteína nativa. Las zonas azules son las de menor energía de los ángulos psi 
y phi, las zonas de color verde son las de mayor energía pero permitidas. Por fuera de estas zonas las parejas de ángulos 
psi y phi almacenan energía y generan tensiones en la estructura. 
 
Los primeros 5 y últimos 5 aminoácidos están alineados en las hojas β a menos de 
5 A de tal forma que pueden formar puentes disulfuro que estabilicen la estructura; 
en los péptidos 34295 al 34302, parejas de estos amino ácidos (1Y-20S, 2V-19Q, 3F-
18I, 4Y-17C  y 5S-16Y) fueron cambiados por Cisteínas con el fin de inducir la 
formación de un puente disulfuro intracatenario que forme un péptido cíclico que 
estabilice la vuelta reversa y de esta forma disminuya la entropía configuracional 
del péptido. Este enlace va a restringir el número posible de estructuras que el 
péptido puede tomar en solución y muy probablemente va a estabilizar la 
estructura que esta secuencia tiene en la proteína nativa. Adicionalmente, en los 
péptidos 34300 al 34302 cambiamos la 18I por Treonina con el fin de aumentar la 
polaridad de esta región buscando disminuir la inmunogenicidad de esta región 
que no esta expuesta en la proteína nativa. Los péptidos análogos diseñados y 
sintetizados aparecen en la Tabla 10. 
 




















9.16.4. Péptido 18283 
 
Figura 29. Estructura tridimensional en estero del péptido 18283 en la proteína nativa. La estructura que la secuencia 
del péptido tiene en la proteína nativa fue construida con el programa VMD; se incluyeron los residuos 50 al 53 en amarillo 
de la región amino Terminal, teniendo en cuenta que en el péptido original no se observa bien la vuelta reversa. Cada uno 
de los residuos en amarillo fue cambiado por Cisteína simultáneamente con uno de los residuos verdes con el fin de 
generar un puente disulfuro (residuos 3 al 8). En rojo aparecen los amino ácidos hidrofóbicos que fueron cambiados por 
acido glutámico con el fin de cambiarle la polaridad a esta zona (residuos 11, 14, 15 y 16). En azul se muestran los átomos 
de la cadena principal de los aminoácidos que no fueron modificados 
 
En cuanto el péptido 18283 de acuerdo a la estructura reportada en el PBD la 
vuelta reversa se encuentra entre los residuos -2 al 5. Lo primero que decidimos 
fue alargar el péptido hacia la región N-terminal de la proteína y recortarlo hacia la 
región C-terminal; esto con el fin de tener más contactos en las hojas β que 
estabilizan la vuelta reversa; además la región C-terminal se encuentra enterrada 
en la estructura de la proteína nativa. Una opción que se planteo fue estabilizar la 
vuelta reversa cambiando algunos de los aminoácidos involucrados de hecho, de 
acuerdo al diagrama de Ramachandran los aminoácidos 3N, 4N, 13G y 14L están  
en zonas no permitidas de este diagrama y podrían estar generando una tensión 









Figura 30. Diagrama de Ramachandran del péptido 18283. Este diagrama fue determinado mediante el programa VMD 
teniendo como base el PDB del péptido en la proteína nativa. Las zonas azules son las de menor energía de los ángulos psi 
y phi, las zonas de color verde son las de mayor energía pero permitidas. Por fuera de estas zonas las parejas de ángulos 
psi y phi almacenan energía y generan tensiones en la estructura. 
 
De estos aminoácidos cambiamos 3N por Prolina en los péptidos 32986 y 32988, 
teniendo en cuenta que este amino ácido se encuentra en el segundo codo de la 
vuelta reversa, posición en la que frecuentemente se encuentran las Prolinas. En 
los péptidos 32987 y 32989 se cambió la 2K por un acido Glutámico tratando de 
inducir una atracción electrostática con la -1K. En los péptidos 32986 y 32987 se 
cambió también la -2K por Cisteína con el fin de generar un dímero estabilizado por 
interacciones hidrofóbicas. En el péptido 32990 agregamos una carga en el 
carboxi Terminal (15E) con el fin de disminuir la antigenicidad de esta región en el 
péptido y tratamos de aumentar la rigidez cambiando 10K por Treonina. En los 
péptidos 33222 al 33230 cambiamos la -4P, -3I o -2K simultáneamente con el 
cambio de 4N, 5K, 6I, 7L, 8V o 9P con el fin de inducir la formación de un puente 
disulfuro intracatenario teniendo en cuenta que estos aminoácidos hacen parte de 
las dos hojas β que unen la vuelta reversa y que se encuentran a menos de 5A en 
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la estructura tridimensional. En los péptidos 34087 al 34089, además de cambiarle 
los amino ácidos -4P y 8V por Cisteínas para inducir la formación de un puente 
disulfuro le cambiamos el residuo 11V, 14L o 16Y por acido Aspártico con el fin de 
disminuirle la polaridad a esta región y de esta forma tratar de disminuir la 
inmunogenicidad de esta región. Los péptidos diseñados que fueron sintetizados 
aparecen a continuación (Tabla  11). 
 
Tabla  11. Péptidos Análogos del 18283 diseñados y sintetizados 
Péptido Secuencia 
18283       PNNNKILVPKVSGLQYRVFR 
32593  FPIKKPNNNKILVPKV 
32986    ICKPNPNKILVPKVSGLQYRV 
32987    ICKPNNNEILVPKVSGLQYRV 
32988  FPIKKPNPNKILVPKV 
32989  FPIKKPNNNEILVPKV 
32990       PNNNKILVPTVSPAE 
33222    IKCPNNCKILVPKVSGLQYRV 
33223    IKCPNNNCILVPKVSGLQYRV 
33224    ICKPNNNCILVPKVSGLQYRV 
33225    ICKPNNNKCLVPKVSGLQYRV 
33226    ICKPNNNKICVPKVSGLQYRV 
33227    CKKPNNNKICVPKVSGLQYRV 
33229   CIKKPNNNKILCPKVSGLQYR 
33230   CIKKPNNNKILVCKVSGLQYR 
34087   CIKKPNNNKILCPKDSGLQYR 
34088   CIKKPNNNKILCPKVSGDQYR 
34089   CIKKPNNNKILCPKVSGLQDR 
 




Figura 31. Estructura tridimensional en estereo de la secuencia del péptido 18294 en la estructura de la proteína 
nativa. El péptido  18294 pertenece a una región que forma una vuelta reversa amplia en la estructura de la proteína. Los 
residuos en rojo fueron cambiados por amino ácidos ácidos Aspártico y Glutámico; el amino acido en azul fue cambiado por 
el amino acido básico Lisina; los amino ácidos en amarillo y verde fueron cambiados por Cisteínas para inducir la formación 
de un puente disulfuro intracatenario; los amino ácidos en verde en algunos péptidos fueron cambiados por Prolina para 
facilitar la formación de la vuelta reversa y disminuir la entropía configuracional del péptido. En gris aparecen los átomos de 
la cadena principal de los aminoácidos que no fueron modificados. 
 
En cuanto a la secuencia del péptido 18294 en la proteína nativa este es una 
vuelta reversa amplia estabilizada por interacciones hidrofóbicas (Figura 31). La 
mayoría de la secuencia del péptido se encuentra expuesta en la estructura de la 
proteína; excepto los residuos 1L, 17F y 19T. La secuencia de este péptido presenta 
alta variabilidad sobre todo en los residuos que están expuestos. En el péptido 
análogo 32594 acortamos la vuelta reversa quitándole uno de los dos dímeros GS 
y tratamos de volverlo más rígido incluyendo una Asparagina en esta región, esto 
teniendo en cuenta que los reportes muestran que el reconocimiento de esta 
región por los anticuerpos es más hacia la región del amino terminal del péptido. 
El péptido 33240 lo diseñamos incluyéndole la región N-terminal que no esta 
presente en el péptido original ya que se encuentra más expuesta. Adicionalmente 
le agregamos Cisteínas en los extremos con el fin de inducir un puente disulfuro 
intracatenario para formar un péptido cíclico; teniendo en cuenta que en los amino 
ácidos -8I y 14S están  a menos de 5A en la estructura tridimensional de la proteína. 
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Con base en este péptido se diseñaron los péptidos 32991 al 32994, 34093 y 
34094. En el péptido 32991 los amino ácidos 2Y y la 12L fueron cambiados por los 
amino ácidos E y K respectivamente, teniendo en cuenta que estos amino ácidos 
se encuentran uno enfrente del otro y podría generarse una interacción 
electrostática que estabilice la estructura buscando disminuir el número de 
estructuras posibles que el péptido presenta en solución. En los péptidos 32992 al 
32994 cambiamos uno de los tres de los residuos (6GSG8) que generan mayor 
tensión a la estructura del péptido de acuerdo al diagrama de Ramachandran 
(Figura 32), por Prolina teniendo en cuenta que este amino acido frecuentemente 
se encuentra en los codos de las vueltas reversas.  
 
Figura 32. Diagrama de Ramachandran del péptido 18294. Este diagrama fue determinado mediante el programa VMD 
teniendo como base el PDB del péptido en la proteína nativa. Las zonas azules son las de menor energía de los ángulos psi 
y phi, las zonas de color verde son las de mayor energía pero permitidas. Por fuera de estas zonas las parejas de ángulos 
psi y phi almacenan energía y generan tensiones en la estructura. 
 
 
En los péptidos 34093 y 34094 cambiamos 1L o 2Y por G y D, respectivamente con 
el fin de aumentar la polaridad y de esta forma tratar de cambiar la 
inmunogenicidad de esta región, teniendo en cuenta que de acuerdo al modelo del 
pentamero estas regiones se encuentran escondidas. En los péptidos  péptido 
33357 solo se incluyeron los amino ácidos que de acuerdo a la estructura de la 
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proteína y al modelo del pentamero se encuentra formando la vuelta reversa que 
esta más expuesta; y se cambiaron los aminoácidos 2Y y la 12L por los amino 
ácidos E y K respectivamente, para inducir una atracción electrostática. En el 
péptido 32995 además de los cambios anteriores cambiamos la 5G y 10A por 
Cisteínas con el fin de inducir la formación de un puente disulfuro. En los péptidos 
33233, 33234, 33235 y 33237 cambiamos la 7G, 6S o 5G y la 10A o 9T por Cisteínas 
con el fin de inducir un puente disulfuro intracatenario. En los análogos 34095 a 
34097 modificamos la polaridad de los extremos N- o C-terminal con el fin de 
cambiar la inmunogenicidad de estas regiones teniendo en cuenta que estas 
regiones no se encuentran expuestas en la estructura de la proteína o en el 
modelo del pentamero (Figura 22). A continuación aparece la secuencia de los 
péptidos diseñados y sintetizados (Tabla 12) 
 
Tabla  12. Péptidos Análogos del 18294 diseñados y sintetizados 
Péptido Secuencia 
18294         LYIKGSGSTANLASSNYFPT 





32995        DLEIKCSGSTCNKASS 
33233        DLYIKGSCSTCNLASSNYFPT 
33234        DLYIKGCGSCANLASSNYFPT 
33235        DLYIKGCGSTCNLASSNYFPT 
33237        DLYIKCSGSTCNLASSNYFPT 
33240 CGENVPDDLYIKGSGSTANLASC 
33357        DLEIKGSGSTANKASS 
34093 CGENVPDDGYIKGSGSTANLASC 
34094 CGENVPDDLDIKGSGSTANLASC 
34095         DDIKGSGSTANLASSNYFPT 
34096         LYIKGSGSTANLASSNYDDT 






Figura 33. Estructura tridimensional en estereo del péptido 11435 en hélice α . Con la secuencia del péptido 11435 
construimos una hélice α que luego fue minimizada y permitida relajarse mediante mecánica molecular usando el programa 
Quanta. En amarillo la Glicina que en algunos péptidos análogos fue cambiada por Leucina; en verde aparece el borde 
hidrofóbico del péptido  formado por los residuos 1, 5, 9, 13 y 17 y en azul el borde hidrofilito formado por los amino ácidos 
3, 7, 11, 15 y 19.  
 
9.16.6 Péptido 11435  
 
De acuerdo al espectro de DC del péptido en solución de TFE este péptido 
presenta características de hélice y características de hoja β; este péptido 
pertenece a una región que ha sido reportado presentar una alta homología con 
regiones ricas en hélices α; de acuerdo a esto para el diseño de los péptidos 
análogos de este péptido decidimos tratar de inducir una hélice α en parte de la 
estructura del péptido (Figura 33); el primer inconveniente que encontramos fue 
que el péptido presenta un alto contenido de amino ácidos ramificados en el 
carbono β (1T, 5V, 6T, 13V y 17V), estos amino ácidos no se encuentran 
frecuentemente en las hélices, tienden a desestabilizarla y son más frecuentes en 
hojas β; estos amino ácidos en una cadena peptídica cuando adquieren los 
ángulos Phi y Psi características de la hélice α generan tensiones que almacenan 
energía que probablemente hacen inestable una hélice basada en estos 
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aminoácidos. Usando el programa AGADIR para calcular el contenido helical del 
péptido encontramos que este péptido en una solución acuosa, pH 7.0, 
temperatura de 298oK y una fuerza iónica de 20 mM presenta un contenido helical 
del 0.82%, lo cual concuerda con el espectro de DC reportado anteriormente. 
Usando la secuencia del péptido 11435 como plantilla hicimos un gran número de 
análogos en los cuales cambiamos cada uno de los amino ácidos por cada uno de 
los 20 amino ácidos o recortamos el péptido por el amino o por el carboxi 
Terminal. A todos esos péptidos les determinamos el contenido helical usando 
AGADIR pero no encontramos un aumentó significativo en el contenido helical en 
alguno de estos análogos. Decidimos agregar amino ácidos en el carboxi o en el 
amino que de acuerdo a lo calculado al programa AGADIR incrementen el 
porcentaje helical, para no modificar la longitud final del péptido recortamos el 





Figura 34. Diseño de péptidos Helicales análogos al 11435. Con base en  la secuencia del péptido 11435 se diseñaron 
nuevos péptidos análogos tratando de incrementar el porcentaje helical de acuerdo a lo calculado con el programa AGADIR. 
Los péptidos análogos se construyeron agregando uno por uno amino ácidos en el amino o en el carboxi terminal y 
calculando el porcentaje helical; en algunos análogos la 9G central fue cambiado por Leucina con el fin de incrementar la 
rigidez de la secuencia y aumentar la probabilidad de formación de la hélice 
 
Agregando la secuencia DEE en el amino Terminal y cambiando la 9G por una 
Leucina logramos incrementar el porcentaje de hélice calculado por AGADIR hasta 
un 13% en el péptido análogo 33203, esto en parte porque estos amino ácidos en 
el amino Terminal estabilizan el dipolo de la hélice. En el péptido análogo 33204 
recortamos aún más el carboxi Terminal teniendo en cuenta que esta es la región 
más hidrofóbica del péptido y la que probablemente esta menos expuesta en la 
superficie de la proteína nativa pero sin modificar la 9G que podría estar formando 
parte del epitope expuesto reconocido por los anticuerpos como en el caso. Sobre 
este péptido alargamos un poco más el amino con los amino ácidos DL 
incrementando el contenido helical calculado hasta 21% en el péptido 33205. De 
otro lado cuando adicionamos amino ácidos en el carboxi Terminal logramos 
incrementar el porcentaje helical hasta 18% cuando agregamos la secuencia LLLL 
en el péptido 33206, la cual corresponde a una vuelta completa de hélice. Esto 
nos permite construir un péptido que es muy hidrofóbico en el carboxi Terminal e 
hidrofílico en el amino Terminal y en teoría una hélice α anfipática, con un borde 
hidrofilico formado por KEESRL y un borde hidrofóbico ubicado en la posición 
opuesta formado por VGVVL; lo que se podría estabilizar por interacciones 
intermoleculares como ha sido reportado (Figura 33). A continuación aparecen los 
péptidos que fueron sintetizados (Tabla 13) 
 
Tabla  13. Péptidos Análogos del 11435 diseñados y sintetizados 
Péptido Secuencia 
11435      TYKRVTEKGDEHVLSLVFGK 
33203   DEETYKRVTEKLDEHVLSLV 




33206        KRVTEKGDEHVLSLVFRLLLL 
 
 
9.16.7 Péptido 11438 
 
Figura 35. Estructura tridimensional en estereo del péptido 11438 en hélice α . Con la secuencia del péptido 11438 
construimos una hélice α que luego fue minimizada y permitida relajarse mediante mecánica molecular usando el program 






Figura 36. Diseño de péptidos Helicales análogos del 11438. Con base en  la secuencia del péptido 11438 se diseñaron 
nuevos péptidos análogos tratando de incrementar el porcentaje helical de acuerdo a lo calculado con el programa AGADIR. 
Los péptidos análogos se construyeron agregando uno por uno amino ácidos en el amino o en el carboxi terminal y 
calculando el porcentaje helical;  
El péptido 11438 en solución acuosa presenta un espectro característico de un 
péptido enrollado al azar, pero este péptido en una solución de TFE al 30% 
presenta un espectro característico de una hélice α con los dos mínimos de 
absorción a 208 y 222 nm; esto sugiere que este péptido tiende a ser una hélice α 
pero que esta estructura no es estable en solución acuosa y es fácilmente 
distorsionada. 
El contenido helical determinado con AGADIR  fue 0.83% en solución acuosa, pH 
7.0, fuerza iónica de 0.1 M a 298oK, que fue muy similar al determinado 
experimentalmente en agua (0.70%). Péptidos análogos del 11438, truncados en 
al amino o en el carboxi Terminal o péptidos en donde cada uno de los amino 
ácidos fue cambiado por Alanina mostraron que los amino ácidos críticos para la 
estabilidad de la hélice α fueron la Prolina (4P) y los amino ácidos β ramificados 
14V, 15T y 17T como era de esperarse. La región central formada por la secuencia 
5NLKDMFSRA13 presenta el mayor contenido helical (Figura 35). Teniendo en 
cuenta estos resultados se diseñaron tres nuevos tipos de péptidos análogos con 
el fin de incrementar el contenido helical del péptido. En unos de los análogos 
diseñados se recortó el péptido en el N-terminal desde la Prolina, teniendo en 
cuenta que la prolina probablemente distorsiona la hélice y que estos amino 
ácidos al ser en su mayoría hidrofóbicos es muy probable que no estén expuestos 
en la proteína nativa; a estos análogos se le adicionaron amino ácidos en el C-
terminal o en el N-terminal que teóricamente y de acuerdo a los cálculos con 
AGADIR podrían estabilizar la hélice. La mayoría de estos aminoácidos fueron de 
carácter básico (Arg y Lys) en el C-terminal y ácidos en el N-terminal (Asp y Glu) 
con el fin de estabilizar el dipolo de la hélice. En otro de los análogos sintetizados 
partimos de un péptido truncado en la Alanina (13A), teniendo en cuenta que la 
región que quitamos presenta tres de los amino ácidos β-ramificados que más se 
oponen a la estabilidad de la hélice y que esta región por su hidrofilicidad es muy 
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probable que no se encuentre expuesta en la proteína nativa; estos péptidos los 
alargamos en la región C-terminal usando amino ácidos básicos con el fin de 
estabilizar el dipolo de la hélice. En algunos de los péptidos teóricamente tratamos 
de formar puentes salinos en el amino Terminal entre -1K y 4D o C-terminal entre 
18R y 8D en los péptidos 33207 o 33210, respectivamente (Figura 36). De acuerdo 
a estos diseños sintetizamos los siguientes péptidos (Tabla 14) 
 
Tabla 14. Péptidos Análogos del 11438 diseñados y sintetizados 
Péptido Secuencia 
11438     YFVPNLKDMFSRAVTMTAAS 
33207         NLKDMFSRAVTMTAASRKRAE 
33208   KMEDDYNLKDMFSRAVTM 
33210     YFVFNLKDMFSRANRKRKA 
 
 
9.16.8. Péptido 18301 
La secuencia del péptido 18301 pertenece  una hélice α que tiene una vuelta 
reversa en la región N-terminal de acuerdo a la estructura reportada de la proteína 
L1; esta región se  encuentra expuesta en la proteína nativa y en el modelo del 
pentámero, de hecho el único amino acido que entierra más de 100A de área es la 
6F. La región en la que esta ubicado el péptido 18301 es muy importante porque 
permite el ensamblaje de la partícula viral, uniendo pentámero pentámero a través  










Figura 37. Modelo del pentamero de L1. En la figura se muestra el modelo en estereo de un pentámero completo y de 
parte del otro pentamero de acuerdo al modelo depositado en el PDB 1l0t. En azul se muestra la ubicación del péptido 
18283, en rojo el 18294 y en amarillo el 18301, en esta figura se ve la interacción entre el péptido 18283 y 18301 de 
monómeros diferentes de L1, que pertenecen a pentameros diferentes; existe evidencia que esta interacción es en gran 
medida la responsable del ensamblaje de la partícula viral 
 
En esta región de la proteína hay reportada dos secuencias que se diferencian en 
la inserción de una Serina (7VTQ9 vs VTSQ). De acuerdo a los reportes la 
secuencia VTSQ es la que se encuentra en la mayoría de las cepas analizadas 
hasta la fecha. Con base en la secuencia VTS diseñamos los siguientes análogos; 
lo primero que encontramos es que la 6F genera un efecto drástico en la 
estabilidad de la hélice; si este amino acido lo cambiamos por Glicina el porcentaje 
de hélice calculado por AGADIR disminuye drásticamente; por el contrario si este 
amino acido lo cambiamos por Leucina o por Alanina el porcentaje de hélice 




Figura 38. Estructura tridimensional en estereo de la secuencia del péptido 18301 en la proteína L1. La estructura 
que la secuencia del péptido 18301  tiene en la proteína nativa fue construida con base en la reportada en la PBD; en 
naranja aparece la región amino Terminal que contiene la vuelta reversa y los amino ácidos que entierran la 6F que aparece 
en verde. Esta Fenilalanina junto con La Cisteína (en amarillo) son los dos amino ácidos críticos para la estabilidad de la 
hélice de acuerdo a lo calculado con AGADIR.  
 
Si el péptido original lo alargamos con los amino ácidos DMD en el amino Terminal 
que estabilizan el dipolo el porcentaje de hélice se incrementa hasta 10.6%; si 
adicionalmente modificamos 6F por A, I, K, Q o R el porcentaje de hélice se 
incrementa a valores entre 16.6 y 32 (Figura 39). Otros cambios que se intentaron 











Figura 39. Diseño de péptidos Helicales análogos del 18301. Con base en  la secuencia del péptido 18301 se diseñaron 
nuevos péptidos análogos tratando de incrementar el porcentaje helical de acuerdo a lo calculado con el programa AGADIR. 
Los péptidos análogos se construyeron agregando uno por uno amino ácidos en el amino o en el carboxi terminal y 
calculando el porcentaje helical;  
 
 
En cuanto a la secuencia VTSQ de este péptido diseñamos más análogos 
teniendo en cuenta que se encuentra más frecuentemente en las cepas de VPH 
tipo 16. La secuencia DTYRFVTSQAIACQK contiene la hélice; sin embargo como 
se ve el porcentaje helical calculado por AGADIR es de apenas 2.8%, sugiriendo 
que fuera de la proteína esta hélice no es muy estable. Esta secuencia la 
sintetizamos en los péptidos 32967 y 32968; al final del péptido 32967 le 
agregamos los residuos GFGF con el fin de facilitar la unión del péptido al plato de 
ELISA por el carboxi Terminal (interacciones aromáticas con el plástico). 
Previamente habíamos identificado que el amino acido que desestabiliza la hélice 
es la 6F, la cual en la proteína nativa esta estabilizada por los amino ácidos de la 
vuelta reversa del amino Terminal; insertando una Alanina antes de este amino 
ácido se incrementa el porcentaje de hélice hasta 4% como se puede ver en los 
análogos 32591 y 32592; sin embargo esta inserción puede cambiar 
drásticamente la antigenicidad ya que en la hélice la región amino gira alrededor 
de 100º con respecto a la región carboxi. En los análogos 32996 al 32998 
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incluimos la secuencia de la región N-terminal que contiene la vuelta reversa y los 
amino ácidos que estabilizan la 6F; a pesar de que estos péptidos no presentaron 
un porcentaje de hélice mayor al del péptido original los sintetizamos para estudiar 
la inmunogenicidad y la antigenicidad de la vuelta reversa que acompaña esta 
hélice (LQPPPGGT, en naranja en la Figura 38). En el péptido análogo 34098 le 
cambiamos le 6F por Alanina, esto incrementó el porcentaje de hélice hasta 3%. 
Habíamos determinado previamente que uno de los amino ácidos que 
desestabilizan la hélice es la 14C; cuando esta se cambia por Asparagina el 
porcentaje de helicicidad aumenta dramáticamente como se puede ver en el 
péptido análogo 34099, en el cual cambiamos los amino ácidos F y C y el 
porcentaje de hélice se incrementó a 7%. En los siguientes análogos diseñados le 
quitamos la secuencia PPA en el carboxi ya que esta desestabiliza la hélice y 
alargamos el péptido hacia el amino con el fin de incrementar el porcentaje de 
hélice del péptido; la adición de los amino ácidos DLD o DLN en al amino 
Terminal, la cual podría en teoría estabilizar el dipolo de la hélice, incrementa el 
porcentaje de hélice a alrededor de 12% como se puede ver en la Figura 40; estas 





Figura 40. Diseño de péptidos Helicales análogos del 18301 con inserción. Con base en  la secuencia del péptido 
18301 se diseñaron nuevos péptidos análogos tratando de incrementar el porcentaje helical de acuerdo a lo calculado con 
el programa AGADIR. Los péptidos análogos se construyeron agregando uno por uno amino ácidos en el amino o en el 




La lista completa de los péptidos análogos del péptido 18301 que se sintetizaron 
aparece a continuación (Tabla 15). 
 
Tabla 15. Péptidos Análogos del 18301 diseñados y sintetizados 
Péptido Secuencia 
18301          EDTYRFVT QAIACQKHTPPA 
32588          EDTYRLVT QAIACQKHTPPA 
32589          EDTYRAVT QAIACQKHTPPA 
32590          EDTYRGVT QAIACQKHTPPA 
32591        TLEDTYRAFVTSQAIA 
32592        TLEDTYRAFVTSQAIASQ 
32859       DMDEDTYRAVT QAIACQKHTPPA 
32861       DMDEDTYRIVT QAIACQKHTPPA 
32862       DMDEDTYRKVT QAIACQKHTPPA 
32865       DMDEDTYRQVT QAIACQKHTPPA 
32866       DMDEDTYRRVT QAIACQKHTPPA 
32967           DTYRFVTSQAIACQK 




34098          EDTYRAVTSQAIACQKHTPPA 
34099          EDTYRAVTSQAIANQKHTPPA 
34100       DLDEDTYRAVTSQAIACQKHT 
34101       DLNEDTYRAVTSQAIACQKHT 
 
 
9.17. Análisis de los péptidos análogos sintetizados 
Se diseñaron muchos péptidos pero algunos de estos no pudieron ser sintetizados 
o la síntesis química no permitió obtener el péptido de interés. Solo pudieron ser 
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sintetizados los péptidos que aparecen en las Tablas 8 a 15, mencionadas 
anteriormente. Todos estos  péptidos fueron analizados por espectrometría de 
masas y todos los que fueron incluidos en el estudio presentaron el peso 
molecular esperado. En algunos casos durante el análisis de masas cuando 
encontramos que el péptido sintetizado presentaba más de una especie, en donde 
la especie más abundante presentaba el peso molecular del péptido esperado; 
estos péptidos fueron purificados por HPLC en fase reversa. En los péptidos que 
tenían Cisteínas en su secuencia encontramos en general una especie con el 
peso molecular del monómero como se puede ver en los ejemplos mostrados en 
la Figura 41; en la Tabla 16, aparecen los pesos moleculares calculados y de 
terminados de los péptidos que contienen Cisteínas. Hay pequeñas diferencias en 
los pesos moleculares que pueden ser debido a pequeñas diferencias en la 










Figura 41. Análisis de masas de los péptidos sintetizados. El análisis de masas fue realizado en un equipo MALDI-TOF 
de Broker y analizados mediante el softwareBruker Daltonics flexAnalysis. Los péptido que se muestran son el 34295, 
análogo del péptido 11389, el 32986 análogo del 18283 y el 34093 análogo  del 18294; estos péptido presentan Cisteínas 
en su secuencia, como se puede ver presentan una fracción que es la más abundante y que presenta el peso molecular del 








9.18. Estabilidad de los péptidos nativos y análogos que presentan 
características de Hélices α. 
Con base en la secuencia del péptido se construyeron péptidos acetilados en la 
región amino-terminal y amidados en la región carboxi-terminal. Estas secuencias 
fueron construidas en hélices α en el programa QUANTA; estas estructuras fueron 
minimizadas y puestas en una caja de agua que contiene 11x11x16 moléculas de 
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agua. Se realizaron 5000 pasos de minimización a  una temperatura inicial de 
100oK y luego se incrementó hasta llegar a la temperatura final de 310oK. La 
dinámica molecular se corrió a Temperatura, presión constante y número de 
moléculas constante; el desenrollamiento del péptido fue seguido durante 200000 
pasos de dinámica molecular de tiempos de 0.01ps, se guardaron archivos de 
estructura y de trayectoria cada 500 pasos; el análisis final se hizo con base en la 
estructura y al número de puentes de Hidrógeno que presenta el péptido durante 
un periodo de 100 ps, se hicieron curvas de distribución de estos puentes de 
Hidrógeno durante este ps. Solo se muestran las gráficas de los tiempos  100 ps, 
500 ps, 1000 ps, 1500 ps y 2000 ps.  
Teniendo en cuenta que las hélices α presentan una absorbancia característica a 
222 nm y que esta absorbancia ha sido utilizada para calcular el porcentaje de 
hélice de una proteína o péptido, decidimos estudiar el desenrollamiento de los 
péptidos que presentan características de hélice α en una solución de TFE al 30%, 
a través  de estudios de DC a diferentes  temperaturas. A partir de estos estudios 
determinamos la estabilidad de las hélices de los péptidos 11435, 11438 y 18301 
calculando el cambio de energía libre, entropía y entalpía utilizando el análisis de 
Van Hoff. En términos generales estos péptidos forman hélices α gracias a la 
liberación de energía durante el enrollamiento (entalpía negativa); sin embargo,  lo 
que afecta la estabilidad de las hélices es el cambio en la entropía, cuando la 
hélice se desenrolla genera un gran aumentó en la entropía del sistema 
suponemos que gran parte de esta es debida a la entropía configuracional de la 
cadena peptídica; es decir, que el péptido desenrollado presenta muchas 
estructuras posibles las cuales se convierten en muy pocas cuando parte de el se 







9.19. Dinámica molecular y análisis termodinámico de los Péptidos 11435 y 
sus análogos. 
Después  de minimizar la estructura y de hidratarla el péptido en gran parte 
conserva la estructura de hélice hasta 1 ns, cuando el péptido comienza a 
desenrollarse por el amino Terminal y el número promedio de puentes de 
Hidrógeno pasa de 11 a 7; a los 1.5 y 2.0 ns el amino se ha desenrollado 
completamente y solo permanece un fragmento de hélice en el carboxi con un 
promedio de puentes de Hidrógeno de 3 (Figura 42). La inestabilidad de esta 
hélice parece ser debida en parte a impedimento estérico entre 1T - 5V, a repulsión 
electrostática entre 4R - 8K y 7E – 11E. 
En cuanto al péptido 33203 el péptido comienza a desenrollarse por el carboxi y 
por el amino Terminal al mismo tiempo; en 0.5 ns se comienza a ver este 
desenrrollamiento pasando de 8 puentes de Hidrógeno en promedio al comienzo 
de la dinámica a 5 puentes de hidrógeno promedio a los 0.5 ns. A los 1.5 ns el 
péptido se ha desenrollado completamente y Aunque se ve a veces la formación 
de un puente de Hidrógeno este no es un puente de Hidrógeno fijo sino un puente 
de Hidrógeno que se forma al azar cuando una parte de la molécula se acerca a 
otra. Parece ser que una de las interacciones  que más desestabiliza la hélice es 
una interacción repulsiva entre 7R – 11K y la 10E – 14E (Figura 43). 
En cuanto al péptido 33204 y 33205 la hélice de estos péptidos se desenrolla en la 
minimización e hidratación inicial; al iniciar la dinámica el péptido solo presenta en 
promedio tres puentes de Hidrógeno; a los 0.5 ns ya no hay ninguna hélice y 1.0 
ns ya no se detectan puentes de Hidrógeno. Es muy probable que las mismas 
interacciones que desestabilizan el 33203 desestabilicen este dos péptidos 
(Figuras 44 y 45). 
En cuanto al péptido 33206 este péptido comienza con una hélice α que presenta 
en promedio 11 puentes de Hidrógeno, el péptido trata de desenrollarse por el 
amino tal vez por una interacción repulsiva entre 2R – 6K; a los 0.5 ns quedan en 
promedio entre 8 – 9 puentes de Hidrógeno; estos se conservan hasta el final de 
los 2.0 ns; es muy probable que una de las fuerzas que más estabiliza la 
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estructura de este péptido sean interacciones hidrofóbicas intracatenarias (Figura 
46). De acuerdo a estos análisis la hélice α del péptido 33206 es mucho más 
estable que la del péptido original y la del péptido 33204 es mucho menos estable. 
La estabilidad de la hélice esta en parte limitada por la presencia de los amino 
ácidos β ramificados del amino Terminal. 
Estos péptidos fueron estudiados por dicroismo circular en agua y en soluciones 
de TFE; a partir de la absorción a 222 nm determinamos el contenido helical de 
estos péptidos. Estos análisis muestran que los péptidos 33203, 33205 y 33206 
son más helicales que el péptido original tanto en solución acuosa como en 
soluciones  de TFE; no solo porque presentan una mayor absorción a 222 nm sino 
también porque los espectros son más característicos de hélices α, es decir 
presentan los dos mínimos de absorción  a 208 y 222 nm (Figura 47 y Tabla 17); 
el contenido helical en agua se logró incrementar de 3.62% en el péptido original a 
8.71% en el péptido análogo 33203 y en TFE al 30% de 18.30% para el péptido 
original a 51.61% para el péptido 33203. Por el contrario el contenido helical en el 
péptido 33204 disminuyó con respecto al original obteniéndose valores de 3.34% 

















Figura 42. Dinámica molecular del péptido 11435. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la 
columna de la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ns; en la 






Figura 43. Dinámica molecular del péptido 33203. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la 
columna de la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ns; en la 






Figura 44. Dinámica molecular del péptido 33204. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la 
columna de la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ns; en la 





Figura 45. Dinámica molecular del péptido 33205. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la 
columna de la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ns; en la 






Figura 46. Dinámica molecular del péptido 33206. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la 
columna de la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ns; en la 







Figura 47. Análisis de Dicroismo circular del péptido 11435 y sus análogos. Los espectros de DC de los péptidos 
fueron tomados en agua o en soluciones  de TFE al 5% y al 30%; los péptidos en TFE al 30% fueron analizados a 
diferentes temperaturas (10, 18, 25 y 37oC) con el fin de terminar los parámetros termodinámicos de desenrollamiento de la 
hélice usando un análisis de van hoff. Todos lo péptidos presentan espectros característicos de hélices a con los dos 
mínimos de absorción a 208 y 222 nm característicos 
 
Figura 48. Análisis de Dicroismo circular a 222 nm del péptido 11435 y sus análogos a diferentes temperaturas. La 
absorción a 222 nm se utilizó para la determinación del contenido helical de los péptidos de acuerdo a lo reportado 







Los espectros de DC en solución de TFE al 30% se tomaron a varias temperaturas 
y a partir de estos datos y mediante un análisis de Van Hoff determinamos los 
parámetros termodinámicos de desenrollamiento de las hélices α de estos 
péptidos (Figura 48). De acuerdo a estos resultados experimentales la hélice α del 
péptido 11435 tiende a desenrollarse con un cambio de energía libre de -3.6 
KJ/mol; principalmente mediado por un aumento de la entropía de 13.95 KJ/mol y 
con un cambio de  entalpía de 10.31 KJ/mol que se opone al desenrollamiento. En 
cuanto a la hélice del péptido 33203 esta tiende a permanecer en forma de hélice 
con un ΔG de 0.03KJ/mol, gracias a un cambio de entalpía de 15.1 KJ/mol  que se 
opone al desenrollamiento y que es superior al cambio de entropía de 15.07 
KJ/mol que favorecería el desenrollamiento de esta hélice (Tabla 18). En cuanto a 
la hélice del péptido 33204 esta es menos estable que la del péptido original con 
un ΔG de desenrollamiento de -5.78 KJ/mol; esta inestabilidad de esta hélice es 
debida al cambio de 11.42 KJ/mol de entropía y a un cambio de entalpía de 5.64 
KJ/mole. La hélice del péptido 33205 es más estable que la del péptido original 
con un ΔG de -2.71 KJ/mol péptido; Aunque tiende a desenrollarse debido a un 
aumento de entropía de 13.82 KJ/mol, a pesar de que el cambio de entalpía de 
11.11 KJ/mol se opone al desenrollamiento. En cuanto a la hélice del péptido 
33206 es más estable que la del péptido original con un ΔG de desenrollamiento 
de -2.19 KJ/mol, el proceso de desenrollamiento de esta hélice esta favorecido por 
un aumento en la entropía de 9.17KJ/mol con un factor entálpico de 6.99 KJ/mol 
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que opone al desenrollamiento de esta hélice. En general los péptidos 33203, 
33205 y 33206  presentan hélices α más estables que el péptido original 11435; 
en los péptidos 33203 y 33205 este aumento se debió a un incremento en la 
entalpía necesaria para el desenrollamiento del péptido, tal vez debido a que los 
cambios en estos péptidos indujeron nuevas interacciones no solo 
intramoleculares sino posiblemente intermoleculares posiblemente puentes de 
Hidrógeno o salinos que estabilizaron la hélice. Por el contrario en el péptido 
33206 el incremento de estabilidad de la hélice fue debido a una drástica 
disminución del cambio de entropía asociada con el desenrollamiento de la hélice; 
lo cual puede ser debido a una disminución del número de estructuras posibles 
que el péptido desenrollado puede adquirir en solución o al efecto de hidratación 
de los amino ácidos hidrofóbicos que se incluyeron en el carboxi. El cambio de 
área expuesta en esta región generaría un efecto estabilizante en la hélice. Los 
datos se correlacionan más con el valor entrópico sin embargo es de tener en 
cuenta que en la dinámica se está determinando una de las vías el 
desenrollamiento, podría ser que el 33203 a pesar que se desenrolla más rápido, 
también podía ser que se enrolla mucho más rápido. Por el contrario el péptido 
33206 que parece ser estable parece ser que el tiempo de enrollamiento es más 
largo que el es 33203, otro de los factores que podrían explicar la diferencia son 
interacciones intermoleculares que podrían estabilizar las regiones hidrofóbicas de 
estos péptidos. De acuerdo a esto el proceso de desenrollamiento es 
entropicamente conducido con un factor entálpico que se opone al 
desenrollamiento; ese factor entálpico corresponde a energía que el péptido 









9.20. Dinámica molecular y análisis termodinámico de los Péptidos 11438 y 
sus análogos. 
 
El péptido 11438 presenta una hélice α inestable que en los primeros 0.1 ns pasa 
de tener 14 puentes de Hidrógeno a tener 9, el péptido empieza a desenrollarse 
tanto por el amino como en el carboxi y en alrededor de 1 ns esta completamente 
desenrollado. Esto en parte es debido a la presencia de aminoácidos β 
ramificados que generan tensiones que desestabilizan la estructura (Figura 49). 
Otro de los aminoácidos desestabilizantes es la 4P. El péptido 33207 presenta una 
hélice estable que en los primeros 0.1ns presenta entre 11 y 13 puentes de 
Hidrógeno en promedio de 9 puentes de Hidrógeno, a 1.5ns tanto en carboxi como 
el amino sin embargo la parte central se conserva helical y tienen en promedio 8 y 
puentes de Hidrógeno la cual se mantiene estable hasta los 2 ns. Es curioso que 
el péptido empiece a desenrollar justamente por los aminoácidos que se le 
adicionaron, sin embargo lo que es claro es que la eliminación de la P estabiliza 
enormemente la hélice, no sabemos si el Aspártico final afecte el dipolo de la 
hélice haciéndola más inestable (Figura 50). En el péptido 33208 al inicio la hélice 
presenta 9  puentes de Hidrógeno esta hélice a los 0.5ns empieza a desenrollarse 
en el amino pero también en el carboxi pasando a un promedio de 6 puentes de 
Hidrógeno. El péptido sigue desenrollándose por el amino terminal hasta que a los 
2 ns presenta 3 puentes de Hidrógeno y solo permanecen 2 vueltas de hélice 
completas en el centro.  Este péptido es más resistente al desenrollamiento que el 
péptido original, en este la P también ha sido modificada (Figura 51). En cuanto al 
péptido 33210 comienza con un promedio de 9 puentes de Hidrógeno en los 
primeros 0.1ns el péptido comienza a desenrollarse por el amino-terminal, 
llegando a tener en promedio 6 a 7 puentes de Hidrógeno a los 0.5 y 1.0 ns a los 
1.5 el péptido se desenrolla en el amino y se desenrolla parcialmente en la región 
carboxi-terminal y tiene un promedio de 5 puentes de Hidrógeno. A los 2ns 
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continua igual. Es claro que los cambios realizados en la P y en el carboxi 
incrementan la estabilidad de la hélice probablemente porque los aminoácidos 
básicos en la región carboxi terminal no solo favorecen las interacciones iónicas 
sino que también estabilizarían el dipolo de la hélice. En cuanto a los estudios de 
DC de estos péptidos encontramos lo siguiente: en solución acuosa los péptidos 
33208 y 33210 presentan un mayor contenido helical que el péptido original tanto 
en agua como en soluciones  de TFE. El péptido original presenta un contenido 
helical de 5.02% en agua a 24.55% en 30% de TFE y para el péptido 33208 y 
33210 de 9.86% y 6.48% en agua y de 40.39% y 27.63% en solución de 30% TFE 
respectivamente; por el contrario el péptido 33207 presenta un contenido helical 
menor presentando un 2.96% agua y 10.75% en 30% de TFE (Figuras 53 y 54). 
En cuanto a los factores termodinámicos del desenrollamiento de la hélice en TFE, 
encontramos lo siguiente, el desenrollamiento es entrópicamente conducido con 
un factor entálpico que se opone al desenrollamiento como se mencionó 
anteriormente. Este factor entálpico es la energía que el péptido absorbe para 
romper puentes de Hidrógeno e interacciones electrostáticas. En todos los 
péptidos diseñados logramos disminuir el factor entrópico que paso de 15.48 
KJ/mol en el péptido original 11438 a entre 10.82 a 13.43 KJ/mol para los péptidos 
análogos. Sin embargo en los 3 péptidos hubo una disminución del factor entálpico 
de 12.76 KJ/mol del péptido original a 5.64 y 11.04 KJ/mol en los péptidos 
análogos probablemente por la pérdida de interacciones intermoleculares. La 
disminución drástica en la entropía de desenrollamiento del péptido 33207 (ΔG= -
5.33 KJ/mol) es lo que hace que la hélice de este péptido sea menos inestable que 
la del péptido original 11438 (ΔG -2.72 KJ/mol) los cuales se ven especialmente en 








Figura 49. Dinámica molecular del péptido 11438. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la 
columna de la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ns; en la 





Figura 50. Dinámica molecular del péptido 33207. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la 
columna de la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ns; en la 









Figura 51. Dinámica molecular del péptido 33208. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la 
columna de la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ns; en la 















































Figura 52. Dinámica molecular del péptido 33210. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la 
columna de la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ns; en la 




Figura 53. Análisis de Dicroismo circular del péptido 11438 y sus análogos. Los espectros de DC de los péptidos 
fueron tomados en agua o en soluciones  de TFE al 5% y al 30%; los péptidos en TFE al 30% fueron analizados a 
diferentes temperaturas (10, 18, 25 y 37oC) con el fin de terminar los parámetros termodinámicos de desenrollamiento de la 
hélice usando un análisis de van hoff. Todos los péptidos presentan espectros característicos de hélices a con los dos 




Figura 54. Análisis de Dicroismo circular a 222 nm del péptido 11438 y sus análogos a diferentes temperaturas. La 
absorción a 222 nm se utilizó para la determinación del contenido helical de los péptidos de acuerdo a lo reportado 







9.21. Dinámica molecular y análisis termodinámico de los Péptidos 18301 y 
sus análogos.  
El péptido original 18301 al comienzo presenta una hélice α con alrededor de 10 
puentes de Hidrógeno, esta hélice comienza a desenrollarse rápidamente por el 
amino Terminal y antes de 0.5 ns el péptido se ha desenrollado completamente y 
la mayoría de los puentes de Hidrógeno se han eliminado (Figura 55). En cuanto 
al péptido 32588 presenta una hélice α más estable que la del péptido original; a 
los 0.5 ns el péptido comienza a desenrollarse por el amino y por el carboxi pero 
aún conserva entre 4 y 6 puentes de Hidrógeno; a 1 ns la hélice se desenrolla 
totalmente y el péptido tiende a colapsar probablemente por entierro de las 
regiones hiodrofóbicas del péptido (Figura 56). En cuanto a los péptidos 32589, 
32590 y 32591 estos péptidos se desenrollan antes de 0.5 ns; incluso la hélice α 
del péptido 32591 se alcanza a desenrollar durante los procesos de minimización 
inicial y de hidratación (Figuras 57-59). En cuanto a la hélice del péptido 32592 
esta es más estable que la del péptido original; presentando al comienzo de la 
dinámica molecular un promedio de 8 puentes de Hidrógeno ligeramente 
desenrollada en el carboxi Terminal; a los 0.5 ns un fragmento central de la hélice 
permanece con un promedio de 6 puentes de Hidrógeno; a 1.0 ns la hélice se ha 
desenrollado completamente (Figura 60). En cuanto a las hélices α de los péptidos 
32859 y 32861 están  son menos estables que la del péptido original y comienzan 
a desenrollarse en los primeros 0.5 ns y solo permanece un fragmento helical 
hacia el carboxi Terminal; a 1.0 ns estas hélices se han desenrollado por completo 
(Figuras 61 y 62). El péptido 32996 presenta una hélice a más estable que la del 
péptido original, que a los 0.5 ns presenta un promedio de 6 puentes de Hidrógeno 
y solo se ha desenrollado parcialmente en el amino Terminal. A 1.0 ns 
permanecen alrededor de 5 puentes de Hidrógeno en promedio y se comienza a 
desenrollar también por el carboxi; esta estructura es muy estable y permanece 
asi hasta el final de la dinámica en 2.0 ns probablemente porque la estructura del 
péptido ha alcanzado un mínimo local  (Figura 63). El péptido 32997 presenta una 
hélice α más estable que la del péptido original; al comienzo de la dinámica 
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molecular la hélice contiene en promedio 10 puentes de Hidrógeno; a los 0.5 ns 
permanecen en promedio 8 puentes de Hidrógeno con un ligero desenrollamiento 
en el amino y en el carboxi Terminal; a 1.0 ns la hélice tiene en promedio 8 
puentes de Hidrógeno, ligeramente desenrollado en el amino; a los 1.5 ns la hélice 
se desenrolla hacia el amino Terminal conteniendo en promedio 6 puentes de 
Hidrógeno; esta estructura no se modifica a los 2.0 ns sugiriendo que esta 
estructura llega a un mínimo local (Figura 64). En cuanto a la hélice a del péptido  
32998 esta es más estable que la del péptido original; al comienzo de la dinámica 
presenta 12 puentes de Hidrógeno en promedio con un ligero desenrollamiento en 
el amino Terminal; a los 0.5 ns la hélice a permanece Aunque el número promedio 
de puentes de Hidrógeno se reduce a 9, la hélice se ha desenrollado hacia el 
amino y ligeramente en el carboxi Terminal; a 1.0 ns la hélice se sigue 
desenrollando por el amino Terminal el número promedio de puentes de 
Hidrógeno se reduce a 9; esta estructura parece ser muy estable y a los 1.5 y 1.7 
ns se conserva parece ser que la estructura de este péptido ha alcanzado un 





Dinámica molecular del péptido 18301. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la columna de 
la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ns; en la izquierda se ve 






Figura 56. Dinámica molecular del péptido 32588. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la 
columna de la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ns; en la 
izquierda se ve la frecuencia de puentes de Hidrógeno en la estructura del péptido en estos mismos tiempos. 
 
Figura 57. Dinámica molecular del péptido 32589. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la 
columna de la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ns; en la 





Figura 58. Dinámica molecular del péptido 32590. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la 
columna de la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ns; en la 




Figura 59. Dinámica molecular del péptido 32591. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la 
columna de la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ns; en la 




Figura 60. Dinámica molecular del péptido 32592. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la 
columna de la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ns; en la 





Figura 61. Dinámica molecular del péptido 32859. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la 
columna de la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ns; en la 
izquierda se ve la frecuencia de puentes de Hidrógeno en la estructura del péptido en estos mismos tiempos. 
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Figura 62. Dinámica molecular del péptido 32861. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la 
columna de la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ns; en la 
izquierda se ve la frecuencia de puentes de Hidrógeno en la estructura del péptido en estos mismos tiempos. 
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Figura 63. Dinámica molecular del péptido 32996. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la 
columna de la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ns; en la 
izquierda se ve la frecuencia de puentes de Hidrógeno en la estructura del péptido en estos mismos tiempos. 
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Figura 64. Dinámica molecular del péptido 32997. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la 
columna de la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 ns; en la 





Figura 65. Dinámica molecular del péptido 32998. La dinámica molecular fue realizada con el programa CHARMM; en la 
columna de la derecha se ve el modelo tridimensional en cinta del péptido en los tiempos 0, 0.5, 1.0, 1.5 y 1.7 ns; en la 































Figura 66. Análisis de Dicroismo circular del péptido 18301 y sus análogos. Los espectros de DC de los péptidos 
fueron tomados en agua o en soluciones  de TFE al 5% y al 30%; los péptidos en TFE al 30% fueron analizados a 
diferentes temperaturas (10, 18, 25 y 37oC) con el fin de determinar los parámetros termodinámicos de desenrollamiento de 
la hélice usando un análisis de van hoff. Todos lo péptidos presentan espectros característicos de hélices a con los dos 
mínimos de absorción a 208 y 222 nm característicos 
 
En cuanto al análisis por DC del péptido 18301 y sus análogos encontramos que 
la mayoría presenta un espectro característico de una hélice α; especialmente los 
péptidos 32591, 34100 y 34101 en los cuales los mínimos de absorción a 208 y 
222 nm son muy similares sugiriendo que estos péptidos presentan una hélice α 
muy similar a la teórica; por el contrario el péptido 32592 no presenta un espectro 
característico de hélice α, probablemente presenta una estructura conformada no 
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solo por la hélice sino por otros elementos de estructura secundaria (Figura 66). 
En cuanto al contenido helical de los péptidos en agua encontramos que los 
péptidos 32591, 32592, 32861, 32866, 32967, 32997, 34098, 34100 y 34101; por 
el contrario los péptidos 32588, 32589, 32859, 32968, 32996 y 32998 presentaron 
un contenido helical igual o menor que el péptido original. En soluciones de TFE  
al 5% los resultados fueron similares a los obtenidos en agua. En soluciones de 
TFE al 30% encontramos que los péptidos 32591, 32592, 32861, 32866, 32967, 
32968, 32996, 34098, 34100 y 34101 presentan un contenido helical mayor al 
péptido original; por el contrario los péptidos 32589 y 32859 presentaron un 
contenido helical mucho más bajo que el péptido original. De acuerdo a los 
resultados de los  péptidos 32588, 32589 32859, 32861 y 32866 la 6F  
desestabilizaba la hélice como lo predecía el programa AGADIR y cuando se 
cambia por Isoleucina o por Arginina se generan péptidos con hélices a mucho 
más estables que la del péptido  original. De otro lado la inserción de un amino 
acido antes de la 6F, en los péptidos 32591 y 32592, genera una hélice mucho 
más estable que la del péptido original. Adicionarle parte de la vuelta reversa en el 
amino para estabilizarle las interacciones hidrofóbicas intracatenarias no aumenta 
la estabilidad de la hélice como se puede ver en los resultados con los péptidos 
32996, 32997 y 32998. El péptido 32967 que contiene solo la secuencia de la 
hélice presentó un porcentaje mayor de contenido helical que el péptido original; 
sin embargo la adición de los aminoácidos GFGF en el carboxi Terminal 
desestabiliza la hélice. De otro lado la adición de amino ácidos ácidos en el 
carboxi estabiliza la hélice como se ve en los péptidos 34100 y 34101 (Tabla 21).  
En cuanto al análisis de van Hoff encontramos que estos péptidos tienden a estar 
más en conformación no helical que en conformación helical; sin embargo los 
péptidos 32588, 32591, 32861, 32866, 32967, 32968, 32996, 34098, 34100 y 
34101 presentan hélices a más estables que la del péptido original. La mayoría de 
estas hélices tiende a desenrollarse gracias a un cambio positivo en la entropía del 
sistema a pesar de que el sistema necesita absorber energía para el 
desenrollamiento como se puede ver en el cambio de entropía positivo. En los 
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péptidos 32588, 32592 y 32861 el aumento en la estabilidad de la hélice se debió 
a una disminución en el cambio de entropía asociado el desenrollamiento de la 
hélice de 9.09 KJ/mol a entre 4.69 y 8.39 KJ/mol; incluso a pesar de que el valor 
de entalpía que se opone al desenrollamiento disminuyó en los péptidos 32588 y 
32592 de 7.02 KJ/mol a 2.80 y 5.05 KJ/mol, respectivamente (Tabla 21). Es 
probable que esto sea debido al aumento de la rigidez de la cadena peptídica o el 
efecto hidrofóbico de las regiones apolares de estos péptidos. En los péptidos 
32591, 32866, 32967, 32968, 32996, 34098, 34100 y 34101 el aumento en la 
estabilidad de la hélice se debió a un aumento en la entalpía de desenrollamiento 
de 7.02 KJ/mol a entre 8.10 y 17.05 KJ/mol, es decir el sistema necesita absorber 
más energía para que la hélice se desenrolle; a pesar de que en todos estos 
péptidos el cambio de entropía en el desenrollamiento de la hélice aumentó de 
9.09 KJ/mol a entre 9.35 y 18.04 KJ/mol (Tabla 22). Es muy probable que en estos 
péptidos  las interacciones nuevas que se generaron de puentes de Hidrógeno o 
de puentes salinos sean las que hayan contribuido al aumento de la entalpía de 













9.22 Efecto de los péptidos 11382, 11389, 11416 y sus análogos en la 
invasión del VEB a linfocitos de sangre periférica 
El VEB es capaz de invadir los linfocitos de sangre periférica a través  de 
interacciones con proteínas de la superficie del virus entre ellas gp85 y gp350. En 
estas proteínas hemos identificado unas regiones que se unen y que son capaces 
de inhibir in vitro la invasión del VEB a linfocitos de sangre periférica. Los péptidos 
análogos fueron probados en estos ensayos con el fin de determinar si las 
modificaciones hechas a estos péptidos le afectan la actividad de inhibición de la 
invasión. 
 
9.22.1 Péptido 11382 y sus análogos 
Previamente ha sido mostrado que el péptido 11382 contiene parte de la 
secuencia que el VEB utiliza para adherirse a los linfocitos a través  de la 
interacción con CD21. El péptido 11382 inhibió la invasión del VEB a los PBLs a 
concentraciones de 27 y 13 µM; los péptidos análogos 33216, 33218, 33220, 
33362 y 33363 también inhibieron la invasión pero solo a 27 µM; probablemente 
en estos péptidos las modificaciones hechas alteraron los residuos de contacto del 
péptido con el receptor; por el contrario el péptido 33215 presenta una actividad de 
inhibición de la invasión similar al péptido original lo que sugiere que las 
modificaciones hechas sobre el amino Terminal no tuvieron un efecto sobre la 
capacidad de inhibición de invasión. Los péptidos 33215 y 33216 fueron 
modificados en la misma parte de la secuencia; sin embargo el péptido 33216 
presenta una actividad de inhibición de la invasión  menor que la del 33215 
sugiriendo que alguno de los amino ácidos adicionados en el amino Terminal del 
péptido 33216 interfiere con la actividad de inhibición de invasión del péptido lo 
cual también explicaría los resultados obtenidos con el péptido 33218  (Figura 67). 
Los otros péptidos análogos del péptido 11382 aún no han sido probados en 





Figura 67. Inhibición de la invasión de VEB a PBLs por el péptido 11382 y sus análogos. Los PBLs obtenidos 
mediante gradientes de densidad fueron incubados con el VEB y con los péptidos, luego de esto el ADN de las células fue 
extraído, se hizo una PCR con este ADN usando unos primers previamente reportados que amplifican una región específica 
del ADN viral como se menciona en materiales y métodos.  Primera columna marcador de peso molecular; columna EBV, 
PBLs tratados con el virus de Epstein-Barr; columna CEL, PBLs no tratados con el VEB; luego aparecen las muestras de los 
PBLs tratados con el VEB y con los péptidos  a diferentes concentraciones: 26.7 uM (40 µl) y 13.3 uM (20 µl). En esta figura 
se observa que el péptido original 11382 y los análogos 33215, 33216, 33218, 33220, 33262 y 33363 inhiben la invasión del 
VEB a los PBLs  en la concertación de 26.7 uM. Adicionalmente se utilizó como control negativo un péptido de VPH (18294) 
el cual no inhibe la invasión del virus a las células. 
 
9.22.2. Péptido 11389 y sus análogos 
El péptido 11389 inhibe la invasión del VEB a PBLs a 27 µM; el péptido 34296 
inhibe de manera similar; los péptidos 33365, 34060 y 34061 inhiben más que el 
péptido original; en los tres péptidos la secuencia original 13GG14 ha sido cambiado 
por AA, esto sugiere que estos dos amino ácidos no son importantes para la 
actividad de inhibición de la invasión y por el contrario el cambio por un amino 
ácido que disminuye la entropía aumenta la actividad biológica. De otro lado los 
péptidos 34058, 34298 y 34300 presentan inhibición de la invasión pero menor 
que la del péptido original y los péptidos 34057, 34059, 34295, 34297, 34301 y 
34302 perdieron la capacidad de inhibir la invasión a esta concentración (Figura 
68).  A partir de estos resultados no es claro cuales amino ácidos son críticos en 
esta interacción; es probable que efectos estructurales sean los responsables de 
la disminución de la actividad biológica de algunos de estos péptidos; sin embargo 
estos resultados muestran que los amino ácidos aromáticos del amino Terminal y 
los cuatro últimos amino ácidos del carboxi Terminal son importantes para la 
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actividad de inhibición de la invasión; especialmente la 4F como se puede ver en el 
resultado del péptido 34057.  
 
Figura 68. Inhibición de la invasión de VEB a PBLs por el péptido 11389 y sus análogos. Primera columna  MPM, 
marcador de peso molecular; columna EBV, PBLs tratados con el virus de Epstein-Barr; columna NTo Células, PBLs no 
tratados con el VEB; luego aparecen las muestras de los PBLs tratados con el VEB y con los péptidos  a 26.7 uM (40 ml). 
En esta figura se observa que el péptido original 11389 y los análogos 33365, 34060 y 34061  inhiben la invasión del VEB a 
las PBLs  en la concentración de 26.7 uM; Los péptidos  33364, 34057, 34058 y 34059 no inhiben la invasión. 
Adicionalmente se utilizó como control negativo un péptido de VPH (18294) el cual no inhibe la invasión del virus a las 
células. 
 
9.22.3. Péptido 11416 y sus análogos 
El péptido 11416 inhibe la invasión del VEB a una concentración de 54 µM, y a 27 
µM; a 54 µM la inhibición es total; los péptidos análogos 33360 y 34063 inhiben de 
manera similar al péptido original. Los péptidos 33359, 33361 y 34064 se nota 
algo de inhibición de la invasión comparado con el control positivo y con el péptido 
control 18294; sin embargo, la inhibición parece ser menor que la del péptido 
original. Por el contrario los péptidos 33358 y 34062 solo inhiben la invasión a la 
concentración más alta (Figura 69). De acuerdo a los resultados obtenidos con los 
péptidos 33358 y 34062 la 3T es crítica para la actividad de inhibición de la 
invasión del péptido 11416. De otro lado estos resultados muestran que 7L y 13F 
no son críticos para la actividad de inhibición dela invasión de acuerdo a los 
resultados de los péptidos 34063 y 33360, respectivamente. En cuanto  a los otros 
cambios que se hicieron no afectaron dramáticamente la actividad de inhibición de 






Figura 69. Inhibición de la invasión de VEB a PBLs por el péptido 11416 y sus análogos. Primera columna marcador 
de peso molecular; columna EBV, PBLs tratados con el virus de Epstein-Barr; columna cell, PBLs no tratados con el VEB; 
luego aparecen las muestras de los PBLs tratados con el VEB y con los péptidos a diferentes concentraciones 27 uM y 54 
uM. En esta figura se observa que el péptido original 11416 y los análogos 33358, 33360 y 34063 inhiben la invasión del 
VEB a las PBLs  en la concentración de 53.3 µM; Los péptidos 33359, 33361, 34062 y 34064  no inhiben la invasión. 
Adicionalmente se utilizó como control negativo un péptido de VPH (18294) el cual no inhibe la invasión del virus a las 
células. 
 
9.22.4. Péptido 11435 y sus análogos 
El péptido 11435 inhibe la invasión del VEB a PBLs a ambas concentraciones de 
péptido Aunque la inhibición no es completa; el péptido 33203 inhibió de manera 
similar al péptido original. Los péptidos 33204, 33205 y 33206 presentaron 
inhibición solo a la concentración más alta. Estos resultados sugieren los amino 
ácidos 1TY2  y los amino ácidos 12HVLSLV17 son críticos para la actividad de 
inhibición de la invasión ya que en los péptidos en los cuales estos amino ácidos 
no están  presentes (péptidos 33204, 33205 y 33206) la actividad de inhibición de 
invasión fue reducida (Figura 70). Estos resultados también muestran que de 
acuerdo a los resultados obtenidos con el péptido 33203 la 9G no esta implicada 
en la actividad de inhibición de la invasión del péptido 11435. Interesantemente el 
péptido análogo que presenta la mayor actividad de inhibición de la invasión es el 






Figura 70. Inhibición de la invasión de VEB a PBLs por el péptido 11435 y sus análogos. Primera columna, MPM 
marcador de peso molecular; columna EBV, PBLs tratados con el virus de Epstein-Barr; columna NT, PBLs no tratados con 
el VEB; luego aparecen las muestras de los PBLs tratados con el VEB y con los péptidos a diferentes 
Concentraciones27 uM y 54 uM. En esta figura se observa que el péptido original 11435 y los análogos 33203, 33204, 
33205 y 33206 inhiben la invasión del VEB a las PBLs  en la concentración 54 µM. Adicionalmente se utilizó como control 
negativo un péptido de VPH (18294) el cual no inhibe la invasión del virus a las células. 
 
9.22.5. Péptido 11438 y sus análogos 
El péptido 11438 inhibe la invasión del VEB a PBLs solo a la concentración de 54 
µM; a 13 y 27 µM no se observa inhibición.  Los péptidos análogos 33207, 33208 y 
33210 presentaron el mismo comportamiento que el péptido original. Estos datos 
indican que las secuencias 1YFVP4 y 14VTMTAAS20 no son necesarias para la 
actividad de inhibición de la invasión del péptido 11438 y que la región conformada 
por los amino ácidos 5NLKDMFSRA13 contiene el sitio de inhibición del péptido 
11438. Esta región de acuerdo a los datos de AGADIR contiene la región más 
helical del péptido 11438. 
 
Figura 71. Inhibición de la invasión de VEB a PBLs por el péptido 11438 y sus análogos. Primera columna marcador 
de peso molecular; columna C(+), PBLs tratados con el virus de Epstein-Barr; columna C(-), PBLs no tratados con el VEB; 
luego aparecen las muestras de los PBLs tratados con el VEB y con los péptidos a concentraciones de 13µM, 27 uM y 54 
uM. En esta figura se observa que el péptido original 11438 y los análogos 33207, 33208 y 33210 inhiben la invasión del 
VEB a las PBLs  en la concertación de 53.3 µM. Adicionalmente se utilizó como control negativo un péptido de VPH (18294) 




9.23. Inducción de IL-6 en PBLs por los péptidos derivados de la proteína 
gp350  
Ha sido reportado que  la proteína gp 350 al unirse a linfocitos humanos induce la 
producción de IL-6 (166); en los experimentos reportados anteriormente 
encontramos que los péptidos 11382, 11389 y 11416 inducen la producción de IL-
6; este efecto parece ser mediado por una interacción con el receptor CD21. A los 
péptidos análogos a diferentes concentraciones se les determinó la capacidad de 
inducir la producción de IL-6 in vitro. El péptido 11382 induce la producción de IL-6 
a las cuatro concentraciones de una manera dosis dependiente, los péptidos 
33215, 33216, 33218, 33362, 34056, 34304 y 34306 indujeron la producción de IL-
6 en menor proporción que el péptido original. Los péptidos 33216, 33218 y 33362 
tuvieron también un efecto menor que el péptido original en la inhibición de 
invasión del VEB in vitro. Esto sugiriere que las modificaciones realizadas en estos 
péptidos afectaron la capacidad de unión de los péptidos o la capacidad de activar 
el receptor que induce la producción de IL-6, tal vez por la aparición de contactos 
no permitidos ya que los resultados en el péptido 34055 muestran que 
modificaciones en esta región amino-terminal no disminuyen la capacidad de 
inducir la producción de IL-6 de estos péptidos. Por el contrario los péptidos 
33220, 33363, 34055, 34303 y 34305 presentaron una inducción mayor de IL-6 
comparado con el péptido original, esto sugiere que las modificaciones hechas en 
estos péptidos incrementaron la afinidad por el receptor que induce la producción 
de IL-6 o la capacidad de estos péptidos de activar el receptor. Los péptidos 
33362 y 33363 presentan secuencias muy similares excepto por el cambio de 10Y 
por P; Los péptidos 34055 y el péptido original 11382, presentan una secuencia de 
aminoácidos muy similar excepto por los amino ácidos 1HH2 que han sido 
cambiado por DD sin embargo el péptido 33363 y el 34055 son mucho más 
potente en la inducción de IL-6 que el péptido 33362 y 11382 sugiriendo que este 
cambio permite una menor interacción del péptido con el receptor. Las 1HH2 
parecen tener un efecto de disminución en la producción de IL-6 ya que no solo en 
el péptido 34055 sino también en el péptido 34303 y 34305 el cambio o ausencia 
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de estos aminoácidos aumenta la capacidad de inducir la producción de IL-6 de 
estos péptidos (Figura 72). 
 
  
Figura 72. Inducción de la producción de IL-6 en PBLs in Vitro por el péptido 11382 y sus análogos. Los PBLs de 
sangre periférica fueron incubados con 10, 5, 2.5 y 1.25 uM de péptido durante 72h tiempo al cabo el cual se determinó la 
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producción de IL-6 mediante un kit comercial de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Como controles se utilizaron 
células tratadas con PBS (PBS), células tratadas con el Virus de Epstein Barr (VEB), y un péptido no relevante (18294). Los 
datos fueron obtenidos por triplicado y presentaron una desviación estándar menor al 5%. 
 
El péptido 11389 induce la producción de IL-6 en PBLs in Vitro de una manera 
dosis dependiente. Los péptidos análogos 33364, 34057, 34059, 34301 y 34302 
no son capaces de inducir la producción de IL-6 indicando que las modificaciones 
realizadas sobre estos péptidos afectan dramáticamente la capacidad de inducir la 
producción de IL-6; estos son los mismos péptidos que no fueron capaces de 
inhibir la invasión de VEB a PBLs in vitro (Figura 68); reforzando la idea que los 
cambios realizados en estos péptidos modifican dramáticamente su actividad 
biológica. Por el contrario los péptidos 34060, 34295, 34297 fueron capaces de 
inducir niveles de IL-6 superiores a los del péptido original (Figura 73). El péptido 
34295 y 34297 tienen en común que la 17C ha sido cambiada por S y que hacia la 
región carboxi y amino se ha cambiado un aminoácido por C para inducir la 
formación de un puente disulfuro intracatenario; el aumento de esta actividad 
biológica puede ser debida a la aparición de nuevas interacciones que 
incrementan la afinidad del péptido por el receptor (un efecto entálpico) o a la 
disminución de la entropía configuracional del péptido (efecto entrópico). El 
cambio de 18I por T en los péptidos 34300 y 34301 o por D en el péptido 34059 
disminuye drásticamente la producción de IL-6 inducida por estos péptidos (Figura 
73); no es claro que pueda causar este efecto pero podría ser la disminución de 
una interacción hidrofóbica o más probablemente el cambio de hidratación de esta 




Figura 73. Inducción de la producción de IL-6 en PBLs in Vitro por el péptido 11389 y sus análogos. Los PBLs de 
sangre periférica fueron incubados con 10, 5, 2.5 y 1.25 uM de péptido durante 72h tiempo al cabo el cual se determinó la 
producción de IL-6 mediante un kit comercial de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Como controles se utilizaron 
células tratadas con PBS (PBS), células tratadas con el Virus de Epstein Barr (VEB), y un péptido no relevante (18294). Los 
datos fueron obtenidos por triplicado y presentaron una desviación estándar menor al 5%. 
El péptido 11416 induce la producción de IL-6 solo a concentraciones de 10 y 5 
µM de una manera dosis dependiente. Los péptidos análogos 33359, 33360, 
33361, 34062, 34063 y 34064 no fueron capaces de inducir la producción de IL-6 
en PBLs sugiriendo que las modificaciones realizadas en estos péptidos afectaron 
dramáticamente la actividad biológica del péptido; es decir el cambio de 3T por D, 
13F por D o P, 7L por D o 5S y 16P por C, alteran la actividad de unión de este 
péptido al receptor que induce la producción de IL-6, por el contrario el péptido 
33358 induce la producción de IL-6 en PBLs una manera más potente que el 
péptido original 11416, en este péptido 3T ha sido cambiada por P. este efecto 
puede ser debido a una disminución en la entropía del péptido o una disminución 
del efecto estérico de hidratación de la T o que esta modificación permite un mejor 






Figura 74. Inducción de la producción de IL-6 en PBLs in Vitro por el péptido 11416 y sus análogos. Los PBLs de 
sangre periférica fueron incubados con 10, 5, 2.5 y 1.25 uM de péptido durante 72h tiempo al cabo el cual se determinó la 
producción de IL-6 mediante un kit comercial de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Como controles se utilizaron 
células tratadas con PBS (PBS), células tratadas con el Virus de Epstein Barr (VEB), y un péptido no relevante (18294). Los 





9.24. Efecto del VEB y péptidos en la maduración de monocitos a células 
dendríticas. 
Los monocitos expuestos a GMCSF e IL-4 maduran a células dendríticas, sin 
embargo ha sido reportado que el VEB es capaz de inhibir este proceso a través  
de la interacción de gp85 con un receptor no conocido aún (167). La maduración 
de los monocitos a células dendríticas puede ser medida por citometria de flujo a 
través  de la desaparición del marcador CD14. Los péptidos 11435 y 11438 
derivados de la proteína gp85 y sus análogos fueron probados en este sistema 
encontrándose que el péptido original 11435 y sus análogos no presentaron 
ninguna actividad sobre este marcador (datos no mostrados). El péptido 11438 y 
sus análogos 33207 y 33208 no presentaron ningún efecto en la maduración de 
los monocitos a células dendríticas. Por el contrario el péptido 33210, presentó 
una actividad mayor que el péptido original, inclusive superior al VEB mostrando 
un mayor número de células expresando CD14 indicando que este péptido es 
capaz de impedir que este marcador desaparezca y por lo tanto que los monocitos 
no puedan madurar a células dendríticas (Figura 75). Esto puede ser debido a que 
las modificaciones realizadas en el péptido 33210 permiten una mejor interacción 
de este con el receptor o a que el incremento en la estabilidad de la hélice, mejoró 





Figura 75. Citometria de flujo de la expresión de CD14. Monocitos de sangre periférica fueron cultivados durante 3 días  
en presencia de 7.2nM de GM-CSF recombinante y 6.7nM de IL-4 recombinante (NT) en presencia del VEB o de los 
péptidos 11438, 33207, 33208 o 33210. El histograma representa un ejemplo de células no expuestas al VEB o péptido 
(linea delgada) o expuestos a: a. VEB; b. péptido 33210; c. péptido 33207. d. número de células CD14 positivas 
determinadas mediante citometria de flujo.   
 
9.25. Antigenicidad de los péptidos originales y sus análogos 
Los péptidos originales y análogos fueron probados contra el suero de conejos 
inmunizados con el VEB o con VLPs con el fin de determinar si la interacción 
antígeno anticuerpo fue modificada en los péptidos análogos. 
 
9.25.1 Péptido 11382 y sus análogos. 
Los péptidos análogos 34055 y 34056 presentaron una antigenicidad similar al 
péptido original; los péptidos 33220, 33362 y 34304 presentaron una antigenicidad 
ligeramente menor que el péptido original sugiriendo que en estos tres péptidos 
parte del epitope reconocido por los anticuerpos fue modificado ligeramente. Estos 
resultados sugieren que el cambio de los aminoácidos 8P por L, 9V por T  y 1OY por 
P y cambios en la región carboxi-terminal afectan la actividad de unión del epitope 
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a los anticuerpos. Por el contrario los péptidos 33215, 33216 y 33218 presentaron 
un reconocimiento por los anticuerpos inducidos por el VEB mayor que el péptido 
original. Esto nos indica que estos tres péptidos contienen el epitope reconocido 
por los anticuerpos y que las modificaciones hechas sobre estos péptidos 
aumentaron la afinidad del reconocimiento de los anticuerpos por estos péptidos. 
Esto podría ser debido a la aparición de nuevos contactos en la región modificada 
o más probablemente a que estos péptidos pueden interactuar de manera más 
eficiente con los anticuerpos por una disminución entrópica de la cadena 
peptídica. Es importante destacar que el cambio de la 8P por R incrementa 
notoriamente la actividad de  unión al anticuerpo,  no es claro por que (Figura 76). 
 
Figura 76. Antigenicidad del péptido 11382 y sus análogos. La reactividad de los anticuerpos inducidos por el VEB en 
conejos nueva Zelanda contra el péptido 11382 y sus análogos fue determinada mediante un ensayo de ELISA. El péptido 
fue pegado sobre los platos de ELISA y el suero fue utilizado en diferentes concentraciones. D.O. es la densidad óptica del 
ensayo de ELISA. 
 
9.25.2 Péptido 11389 y sus análogos. 
 
El péptido 11389 no es muy bien reconocido por los anticuerpos inducidos por el 
VEB a pesar de que esta secuencia esta expuesta en la proteína nativa. Los 
péptidos análogos 34058, 34061, 34295, 34296, 34298, 34299 y 34300, 
presentaron un comportamiento de unión a los anticuerpos inducidos por el VEB, 
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similar al péptido original indicando que las modificaciones hechas en estos 
péptidos no afectan el epitope reconocido por los anticuerpos. De otro lado, los 
péptidos 34057, 34059, 34060, 34301 y 34302 presentaron una reactividad más 
alta por los anticuerpos inducidos por el VEB que el péptido original. Es de 
destacar que el péptido 34057 solo tiene una modificación 3F por D mostrando que 
este aminoácido no hace parte del epitope, como era de esperarse de acuerdo a 
la estructura tridimensional de la proteína gp350 y que probablemente el D que se 
cambió formó un puente salino capaz de disminuir la entropía configuracional del 
péptido y estabilizar la vuelta reversa. Sin embargo otras opciones no pueden ser 
descartadas. De manera similar la inclusión de 17DD18 aumentó la afinidad de los 
anticuerpos por este péptido. Los péptidos 34060 y 34061 solo se diferencian en 
último aminoácido del carboxi en el cual en el péptido 34060 es una A y en el 
péptido 34061 es un E, sin embargo el reconocimiento es mucho mayor por el 
péptido 34060 que por el péptido 34061; una explicación a esto podría ser que en 
la formación de la vuelta reversa el 21E genera una repulsión electrostática con el 
2D. Los péptido 34298 y 34299 presentan secuencias muy similares con los 
péptidos 34301 y 34302 excepto por el cambio de 18I (34298 y 34299) por T 
(34301 y 34302) estas modificaciones hacen que los péptidos 34301 y 34302 sean 
reconocidos por los anticuerpos anti VEB con mayor afinidad. Esto podría ser por 
la formación de puentes de hidrógeno entre la región amino y carboxi entre las T 
allí presentes (Figura 77); Aunque otras explicaciones no se podrían descartar en 
este momento. También es claro que los residuos 4Y, 5S, 16Y, 17C y 18I, no hacen 






Figura 77. Antigenicidad del péptido 11389 y sus análogos. La reactividad de los anticuerpos inducidos por el VEB en 
conejos nueva Zelanda contra el péptido 11389 y sus análogos fue determinada mediante un ensayo de ELISA. El péptido 
fue pegado sobre los platos de ELISA y el suero fue utilizado en diferentes concentraciones. D.O. es la densidad óptica del 









9.25.3. Péptido 11416 y sus análogos. 
 
 
El péptido 11416 no es muy bien reconocido por los anticuerpos inducidos por el 
VEB a pesar de que esta secuencia esta expuesta en la proteína nativa. Los 
péptidos análogos 33358, 33361 y 34062 presentaron un comportamiento de 
unión a los anticuerpos inducidos por el virus similar al péptido original indicando 
que las modificaciones realizadas en estos péptidos no afectaron el epitope 
reconocido por estos anticuerpos. Por el contrario los péptidos 33359, 33360, 
34063 y 34064 fueron reconocidos por los anticuerpos anti VEB con una afinidad 
mucho mayor que la del péptido original; esto sugiere que 13F no hace parte del 
epitope reconocido por estos anticuerpos y que la modificación por P o D 
incrementan la afinidad muy probablemente por disminución de la entropía 
configuracional del péptido. Los péptidos 33360 y 33361 presentan la misma 
modificación de 13F por D pero el péptido 33361 está corrido dos aminoácidos 
hacia la izquierda en comparación con el péptido 33360. Este péptido presenta 
una reactividad menor por los anticuerpos inducidos por el VEB que el péptido 
33360. No es claro que ocasiona esta disminución en la reactividad podría ser la 
desestabilización de la vuelta reversa en el péptido 33361. Los resultados de los 
péptidos 34063 y 34064 indican que 5S, 7L y 16P no hacen parte del epitope 
reconocido por los anticuerpos inducidos por el VEB. Es muy probable que en 
estos péptidos las modificaciones hechas a los péptidos hayan incrementado la 





Figura 78. Antigenicidad del péptido 11416 y sus análogos. La reactividad de los anticuerpos inducidos por el VEB en 
conejos nueva Zelanda contra el péptido 11416 y sus análogos fue determinada mediante un ensayo de ELISA. El péptido 
fue pegado sobre los platos de ELISA y el suero fue utilizado en diferentes concentraciones. D.O. es la densidad óptica del 
ensayo de ELISA. 
 
9.25.4. Péptido 11435 y sus análogos. 
 
El péptido original es reconocido por los anticuerpos inducidos por el VEB los 
péptidos 33204, 33205 y 33206 presentan una reactividad con los anticuerpos 
inducidos por el VEB ligeramente menor que el péptido original indicando que 
parte del epitope reconocido fue ligeramente modificado en estos péptidos, por el 
contrario el péptido 33203 presenta una reactividad más alta con los anticuerpos 
inducidos por el VEB que el péptido original (Figura 79). Esto nos indica que los 
aminoácidos 9G y 18FGK10 no están involucrados con la interacción con los 
anticuerpos anti VEB. Es probable que el aumento de la reactividad del péptido 
33203 (Figura 79) sea debida a una disminución a la entropía del péptido como 
consecuencia de la presencia de una hélice α más estable como fue determinada 




Figura 79. Antigenicidad del péptido 11435 y sus análogos. La reactividad de los anticuerpos inducidos por el VEB en 
conejos nueva Zelanda contra el péptido 11435 y sus análogos fue determinada mediante un ensayo de ELISA. El péptido 
fue pegado sobre los platos de ELISA y el suero fue utilizado en diferentes concentraciones. D.O. es la densidad óptica del 
ensayo de ELISA. 
 
 
9.25.5. Péptido 11438 y sus análogos. 
El péptido 11438 no es muy bien reconocido por los anticuerpos inducidos por el 
VEB sin embargo los péptidos 33207, 33208 y 33210 fueron reconocidos por los 
anticuerpos anti VEB con mayor afinidad que el péptido original especialmente el 
péptido 33207, esto nos  indica que los aminoácidos 1YFVP4 y 17TAAS20 no hacen 
parte del epitope reconocido por los anticuerpos. En otras palabras, el epitope 
inmunodominante se encuentra en la parte central de la secuencia. Es de resaltar 
que el único péptido que presenta un contenido helical menor es el 33207. De 
acuerdo a estos resultados, parece ser que la región reconocida por los 
anticuerpos anti VEB hace parte de una región desenrollada de la hélice α 
probablemente hacia la región aminoterminal  que esta más expuesta en este 




Figura 80. Antigenicidad del péptido 11438 y sus análogos. La reactividad de los anticuerpos inducidos por el VEB en 
conejos nueva Zelanda contra el péptido 11438 y sus análogos fue determinada mediante un ensayo de ELISA. El péptido 
fue pegado sobre los platos de ELISA y el suero fue utilizado en diferentes concentraciones. D.O. es la densidad óptica del 
ensayo de ELISA. 
 
 
9.25.6. Péptido 18283 y sus análogos. 
El péptido 18283  no es muy bien reconocido por los anticuerpos inducidos por las 
VLPs. Los péptidos 32965, 32966, 32986, 32987, 32988, 32989, 32990, 33222, 
33223 y 33224 presentaron una reactividad similar a la del péptido original 
indicando que la región 3NNK5 es clave para el reconocimiento de los anticuerpos 
reconocidos por las VLPs. Esto se ve claramente en la disminución de la 
reactividad del reconocimiento de los péptidos 32988 y 32989 por los anticuerpos 
inducidos por las VLPs comparada con la alta reactividad que presenta el péptido 
32593. Estos tres péptidos presentan secuencias muy similares excepto que en el 
péptido 32988 3N ha sido cambiado por P, y en el péptido 32989 5K ha sido 
cambiada por E. El aumento dramático en la reactividad del péptido 32593 por los 
anticuerpos inducidos por las VLPs muestra que la región -5FPIKK-1 es parte 
fundamental del epitope reconocido por los anticuerpos. Los péptidos análogos 
33225, 33226, 33227, 33229, 33230, 34087, 34088 y 34089 presentan una mayor 
reactividad con los anticuerpos inducidos por las VLPs que el péptido original. Este 
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aumento en la reactividad en gran parte parece ser debido a la presencia del 
epitope inmunodominante en la región n-terminal de estos péptidos, 
adicionalmente la presencia de las dos Cisteínas para estabilizar la vuelta reversa 







Figura 81. Antigenicidad del péptido 18283 y sus análogos. La reactividad de los anticuerpos inducidos por el VEB en 
conejos nueva Zelanda contra el péptido 18283  y sus análogos fue determinada mediante un ensayo de ELISA. El péptido 
fue pegado sobre los platos de ELISA y el suero fue utilizado en diferentes concentraciones. D.O. es la densidad óptica del 




9.25.7. Péptido 18294 y sus análogos. 
El péptido original 18294 presenta una muy baja reactividad con los anticuerpos 
inducidos por las VLPs. Los péptidos 32995, 33233, 33234, 33235, 33237, 33357, 
34095, 34096 y 34097 presentan una reactividad baja con los anticuerpos 
inducidos por las VLPs y similar a la del péptido original, esto sugiere que las 
modificaciones hechas en estos péptidos no tuvieron ningún efecto en la 
reactividad de los anticuerpos inducidos por las VLPs. Los aminoácidos 2Y, 
5GSGSTA10 podrían estar formando parte del epitope reconocido por los 
anticuerpos inducidos por las VLPs. Los péptidos 32594, 32991, 32992, 32993, 
32994, 33240, 34093 y 34094 presentaron una reactividad mucho más alta con los 
anticuerpos inducidos por las VLPs que el péptido original. Todos estos péptidos 
tienen como característica en común que han sido alargados hacia la región 
aminoterminal incluyendo la secuencia -8CGENVPDD-1. Esto fuertemente sugiere 
que esta región forma parte del epitope reconocido por los anticuerpos inducidos 
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por las VLPs. Las dos Cisteínas en los extremos amino y carboxi Terminal podrían 
estar formando un puente disulfuro intracatenario que estabilizaría la vuelta 
reversa de este péptido disminuyendo a entropía configuracional de este y por lo 









Figura 82. Antigenicidad del péptido 18294 y sus análogos. La reactividad de los anticuerpos inducidos por el VEB en 
conejos nueva Zelanda contra el péptido 18294  y sus análogos fue determinada mediante un ensayo de ELISA. El péptido 
fue pegado sobre los platos de ELISA y el suero fue utilizado en diferentes concentraciones. D.O. es la densidad óptica del 
ensayo de ELISA. 
 
9.25.8. Péptido 18301 y sus análogos. 
El péptido 18301 presenta una alta reactividad con los anticuerpos anti VLPs a 
pesar de que las VLPs que indujeron los anticuerpos tienen un amino acido más 
(una Serina entre los amino ácidos 7TQ8) en la secuencia del péptido 18301;  esto 
indica que este amino ácido no es crítico en la interacción con los anticuerpos; 
adicionalmente sugiere que el epitope reconocido por los anticuerpos inducidos 
por las VLPs esta ubicado hacia el amino o hacia el carboxi Terminal de esta 
Serina ya que esta inserción en la hélice rota más de 90º el amino con respecto al 
carboxi Terminal. Los péptidos análogos 32588, 32589, 32590, 32591, 32592, 
32059, 32861, 32862, 32865, 32866, 34098 y 34099 presentaron una reactividad 
menor con por los anticuerpos inducidos por las VLPs que el péptido original 
sugiriendo que las modificaciones realizadas en estos péptidos afectaron 
drásticamente el epitope reconocido por los anticuerpos anti-VLPs. Como 
característica general en todos estos péptidos se cambio 6F, esto nos indica que 
este aminoácido es crítico para la interacción con los anticuerpos anti-VLPs y es 
un resultado inesperado teniendo en cuenta que  la estructura de la proteína 
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sugiere que este aminoácido se encuentra parcialmente enterrado en la estructura 
de la proteína nativa. Por el contrario los péptidos 32967, 32968, 32996, 32997 y 
32998 que presentan este aminoácido y contienen la S que le hace falta al péptido 
original 18301 presentaron una reactividad mayor que el péptido original. Como 
característica estos péptidos presentaron un porcentaje de hélice similar al péptido 
original. Estos datos sugieren que la región comprendida entre 2DTYRFVTSQA11 










Figura 83. Antigenicidad del péptido 18301 y sus análogos. La reactividad de los anticuerpos inducidos por el VEB en 
conejos nueva Zelanda contra el péptido 18301 y sus análogos fue determinada mediante un ensayo de ELISA. El péptido 
fue pegado sobre los platos de ELISA y el suero fue utilizado en diferentes concentraciones. D.O. es la densidad óptica del 
ensayo de ELISA. 
 
9.25.9. Reconocimiento de algunos péptidos análogos con sueros de 
mujeres expuestas al VPH. 
Hemos encontrado que los péptidos 18283, 18294 y 18301 son reconocidos por 
anticuerpos presentes en los sueros de mujeres infectadas con VPH y que 
presentan lesión cervical (150, 151); estos péptidos presentan una sensibilidad 
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superior al 90% y una especificidad mayor al 80% para discriminar entre mujeres 
infectadas con VPH y que presentan lesión cervical de alto grado de mujeres con 
citología normal y no infectadas. De acuerdo a estos resultados hay un grupo de 
mujeres con citología normal no infectadas con VPH que tienen anticuerpos que 
reaccionan con estos péptidos lo mismo que un grupo de mujeres infectadas con 
VPH y con lesión cervical que no reaccionan con estos péptidos. Con el fin de 
determinar si alguno de los análogos diseñados puede diferenciar 
significativamente estos dos grupos de mujeres se escogieron 20 sueros, 10 de 
cada grupo y se probaron en un ensayo de ELISA con los péptidos que habían 
sido mejor reconocidos por los anticuerpos anti-VLP inducidos en conejos. Como 
característica los anticuerpos de estos dos grupos de pacientes presentan una 
reactividad similar con los péptidos originales 18283 (p=0.356), 18294 (p=0.645) y 
con las VLPs (p=0.095); incluso el péptido 18301 tiene una reactividad mayor con 
los anticuerpos del grupo de mujeres no infectados que con el grupo de infectadas 
(p=0.0303), que de acuerdo a lo que hemos reportado parece estar reconociendo 
un grupo de anticuerpos relacionados con protección contra la infección. Los 
péptidos 32968, 32997 y 32998, análogos del péptido 18301; los péptidos 32594, 
32992, 32993, 32994, 33240, 34093 y 34094, análogos del péptido 18294 y los 
péptidos 32593, 33225 y 33226, análogos del péptido 18283 presentaron una 
reactividad similar en los dos grupos de pacientes. Por el contrario los péptidos 
32991 (p=0.047), análogo del 18294, 33227 (p=0.0017), 33229 (0.0212), 33230 
(p<0.0001) y 34087 (p=0.0112) análogos del 18283 presentaron una reactividad 
significativamente mayor con los anticuerpos presentes en mujeres infectadas y 
con lesión que con los anticuerpos presentes en mujeres no infectadas. Estos 
resultados nos muestran que la inserción de las Cisteínas en el péptido 18283 
modifican la actividad de unión a los anticuerpos; en el caso de los péptidos 
33227, 33229, 33230 y 34087, estas Cisteínas aumentan la afinidad de estos 
péptidos por los anticuerpos anti-VPH, especialmente en el péptido 33230, 
probablemente debido a la disminución de la entropía configuracional del péptido. 
Estos resultados también nos muestran que los residuos 11VP12 no son críticos 
210 
 
para la interacción con los anticuerpos anti-VPH (Figura 84).  De acuerdo a los 
resultados obtenidos con los análogos del péptido 18294, especialmente con el 
péptido 32991, la inclusión de los aminoácidos -8CGENVPDD-1 en el amino 
Terminal mejora la reactividad con los anticuerpos anti-VPH; los residuos 5GSG7 al 
ser cambiados por P disminuyen esta reactividad y la 2Y no es crítica para la 
interacción con los anticuerpos anti-VPH. De otro lado el par iónico teórico 
agregado al péptido 32991 (2E y 12K), parece estar funcionando y de acuerdo a 
esto parece estar restringiendo la movilidad de la cadena peptídica  aumentando 
























































Figura 84. Reactividad de los péptidos 18283, 18294, 18301 y sus análogos con los anticuerpos presentes en sueros 
de mujeres infectadas con VPH. La reactividad de 20 sueros de mujeres, 10 infectadas con citología anormal (VPH+) y 10 
no infectadas con citología normal (VPH-) fueron probados mediante un ensayo de ELISA con los péptidos 18283,18294, 
18301 y sus análogos. Cada punto representa la densidad óptica  (D.O.) obtenida con cada suero, la linea muestra el valor 





9.26. Análisis termodinámico de la interacción antígeno anticuerpo 
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Conejos Nueva Zelanda fueron inmunizados con los péptidos originales y algunos 
péptidos análogos monoméricos en presencia del epitope ayudador T-FIS, 
después  de 3 o 4 inmunizaciones dependiendo de la disponibilidad del antígeno, 
los animales fueron sangrados. Todos los péptidos indujeron anticuerpos que 
reconocen el VEB o las VLPs, mediante un ensayo de ELISA y en el caso de los 
péptidos de VEB estos reconocen las células infectadas por inmuno fluorescencia 
(Figura 85).  
 
Figura 85. Inmunoflorescencia de células infectadas con VEB y anticuerpos anti-análogo. Las células B95-8 
(infectadas con VEB) fueron probadas con anticuerpos inducidos por los péptidos análogos de las proteínas de VEB gp85 y 
gp350. En la gráfica parecen dos ejemplos de los péptidos que indujeron anticuerpos que reconocen estas células. En A, 
anticuerpos anti 34063; en B, anticuerpos anti 34302; en C anticuerpos anti-VEB y en D anticuerpos obtenidos antes de la 
inmunización. 
 
Con los sueros obtenidos se aislaron los anticuerpos mediante precipitación doble 
(acido caprílico y sulfato de amonio). De aquellos anticuerpos que se obtuvo 
suficiente cantidad fueron probados por calorimetría de titulación isotérmica para 
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determinar las constantes termodinámicas de la interacción antígeno anticuerpo. 
Cada termograma se hizo tres veces, algunos se hicieron a dos o tres 
temperaturas dependiendo de la disponibilidad del anticuerpo; un termograma 
típico obtenido aparece en la Figura 86. En el experimento se mide directamente 
el cambio de entalpía en la interacción y la constante de equilibrio de la interacción 
antígeno-anticuerpo. Con estos datos se calcula el cambio de energía libre y el 





Figura 86. Análisis por calorimetría de titulación isotérmica de los anticuerpos del suero 406 en interacción con el 
péptido 11382. En la parte de arriba se ve el termograma original; es decir el calor liberado o absorbido en µcal/s durante el 
tiempo. Abajo se han obtenido los cambios de entalpía por mol a partir de la integración de los picos del termograma; a 
partir de estos datos se calcula la constante de afinidad y por consiguiente el cambio de energía libre y por diferencia el 
cambio en la entropía.  
 
En general se observa que la afinidad promedio de los anticuerpos por los 
péptidos varia desde 8.2 x 105 (ΔG=-8.065 Kcal/mol) a 20.5 x 109 M-1 (ΔG= -11.714 
Kcal/mol). La interacción del péptido 11389 con los anticuerpos del suero 412, el 
péptido 11435 con los anticuerpos del suero 433, el péptido 18301 con los 
anticuerpos del suero 391 presentaron  baja afinidad a 25oC (ΔG entre -8.065 y -
8.554);  en el caso del péptido 11389 y 18301 esto es debido a que a pesar que la 
unión al anticuerpo es favorecida por un cambio de entalpía negativo; un cambio 
de entropía negativo que se opone a esta unión. Por el contrario en el caso del 
péptido 11435 con los anticuerpos del suero 433, la baja afinidad se debe a que el 
cambio de entalpía durante la unión del péptido al anticuerpo aunque es negativo 
su valor absoluto es pequeño; incluso en esta interacción el cambio de entropía en 
la interacción péptido anticuerpo favorece esta unión; sugiriendo que en gran 
medida la interacción del anticuerpo con este péptido involucra regiones 
hidrofóbicas.  
En la mayoría de las interacciones con anticuerpos que involucra los péptidos 
originales el proceso se ve favorecido por un cambio negativo en la entalpía que 
llega a tener valores tan grandes de -112.4 Kcal/mol para el 18301-s401 a 35oC 
(Tabla 23) lo que sugiere que en algunos de los complejos péptido anticuerpo 
formados, especialmente en aquellos en los que los cambios de entalpia son muy 
altos, hay interacciones con algunos de los aminoácidos cargados del péptido y 
estas son fundamentales para la unión del anticuerpo. Sin embargo, en la 
interacciones péptido original anticuerpo, excepto 11435-s433 y 11389-s72A1, el 
cambio de entropía es negativo oponiéndose a la formación del complejo péptido-
anticuerpo. Este cambio de entropía negativo en parte esta asociado a la alta 
movilidad de la cadena peptídica.  
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En la interacción péptido análogos con los anticuerpos que estos péptidos 
indujeron después  de la tercera dosis, encontramos que los péptidos 33233 
(análogo del 18294) y 33210 (análogo del 11438) se unen a los anticuerpos con 
un cambio de entalpía positivo lo que se opone a la unión del péptido al 
anticuerpo; sin embargo la unión al anticuerpo está acompañada de un cambio de 
entropía positivo lo que favorece la unión; esto sugiere una interacción hidrofóbica 
fuerte que probablemente involucra deshidratación de algunos de los residuos 
hidrofóbicos de estos péptidos y que la adición de residuos cargados en el carboxi 
Terminal haya dirigido la respuesta de anticuerpos hacia el amino terminal. 
También muestra que las modificaciones lograron modificar la entropía de unión al 
anticuerpo de tal manera que incluso el cambio entrópico favorece la unión. En la 
interacción de los péptidos 33215 (análogo del 11382) y 33225 (análogo del 
18283) con sus respectivos anticuerpos la interacción se ve favorecida por un 
cambio de entalpía de unión negativo y por un cambio de entropía positivo. En 
cuanto a la interacción del péptido 32865 (análogo del 18301) con sus anticuerpos 
la unión se ve favorecida por un cambio en la entalpía de unión negativo con un 
cambio de entropía negativo que se opone a la unión del péptido con los 
anticuerpos. Esto nos muestra que logramos disminuir el efecto de oposición de la 
entropía a la unión de los anticuerpos a este péptido con respecto a la unión del  
péptido original 18301 a sus anticuerpos. El cambio de entropía positiva de la 
unión del péptido análogo a sus anticuerpos favorece la interacción lo que 
concuerda con la hipótesis inicial de la disminución de la entropía configuracional 
favorece la interacción péptido-anticuerpo. Los péptidos análogos presentaron una 
afinidad promedio significativamente superior a los péptidos originales con solo 
tres dosis. 
El análisis del cambio en la entalpía de unión de la interacción péptido-anticuerpo 
11382-s406, 11435-s426, 18294-s399, 18294-s400 y 18301-s391, a diferentes 
temperaturas nos permitió calcular el cambio en la capacidad calorífica de estos 
sistemas. Estos resultados nos muestran que en la interacción de estos péptidos 
con los anticuerpos  el cambio de capacidad calorífica es negativo (entre -0.95 y -
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1.43 Kcal/mol*oK), siendo más bajo para el péptido 18301 y más alto para el 
péptido 11435. Esto nos muestra que después de la interacción del péptido con 
los anticuerpos hay menos área hidrofóbica expuesta lo que sugiere que parte de 








Figura 87. Cálculo de la capacidad calorífica de la interacción péptido anticuerpo. El cambio en la capacidad calorífica 
de la interacción péptido anticuerpo (11382-s406, 11435-s426, 18294-s399, 18294-s400 y 18301-s391) fue calculado a 



















• Se identificaron las regiones de unión de las proteínas gp85 y gp350 a los 
PBMCs lo cual ha sido confirmado por otros grupos de investigación. 
• Se determinó que los péptidos estudiados presentan estructuras no muy 
estables en solución acuosa generando una alta entropía configuracional de 
los péptidos 
• Esta entropía configuracional se logró disminuir cambiando algunos 
aminoácidos logrando péptidos con estructuras más estables 
• Muchos de estos péptidos de entropía configuracional reducida presentan 
una mejor actividad biológica comparada con el péptidos nativos: mayor 
actividad de unión al receptor, mayor producción de IL-6, mejor interacción 
con los anticuerpos inducidos por la proteína nativa, generan anticuerpos 
con mayor reactividad con la proteína nativa. 
 
Específicas 
Se determinó que los péptidos nativos 11435, 11438 y 18301, que presentan 
características de hélice α se desenrollan gracias a un aumento en la entropía, a 
pesar de un cambio de entalpía positivo que se opone al desenrollamiento, lo que 
concuerda con una gran entropía configuracional de los péptidos desenrollados. 
Los cambios en la secuencia de estos péptidos que buscan disminuir la entropía 
configuracional del péptido y aumentar la estabilidad de la estructura, logran 
aumentar la estabilidad de la hélice como se puede ver en los siguientes péptidos.   
Se lograron diseñar los péptidos análogos 33203, 33205, 33206, 33208, 33210 
32588, 32861, 32591, 32592, 32866, 32967, 32968, 32996, 34098, 34100 y 34101 
que presentan una hélice α más estable que los péptidos originales 11435, 11438 
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y 18301 gracias a una disminución en el cambio de la entropía de 
desenrollamiento de la hélice o al incremento en el cambio de entalpía de 
desenrollamiento. 
Determinamos que la mayor estabilidad de la hélice α en los péptidos 33206, 
33208, 33210 y 32996 se debe a que estas no se desenrollan fácilmente como se 
determino por dinámica molecular. 
La disminución de la entropía configuracional del péptido 11389 aumentó la 
capacidad de inhibir la invasión del VEB como se pudo observar en los péptidos 
análogos 33365, 34060 y 34061. 
Los cambios que se hicieron en los péptidos originales que buscan disminuir la 
entropía configuracional permitieron que los péptidos análogos 33215, 33216, 
33218, 34057, 34059, 34060, 34301, 34302, 33359, 33360, 34063, 34064, 33203 
33207, 33208 y 33210 fueran reconocidos por los anticuerpos inducidos por el 
VEB con una mayor afinidad que el péptido original. 
Los cambios de aminoácidos y la inclusión de las Cisteínas para formar un puente 
disulfuro que estabilice la estructura y que disminuya la entropía configuracional 
de los péptidos 18283 y 18294 permitieron aumentar la afinidad de los anticuerpos 
anti-VLPs por los péptidos análogos 32593, 33225, 33226, 33227, 33229, 33230, 
34087, 34088, 34089, 32594, 32991, 32992, 32993, 32994, 33240, 34093 y 
34094. Se determinó que la región -5FPIKK-1 del 18283 y -8CGENVPDD-1 del 
18294 son parte fundamental del epitope reconocido por los anticuerpos inducidos 
por las VLPs intactas.  
Se determinó que en el péptido original 18301 la 6F, la 9S y en general la región 
comprendida entre 2DTYRFVTSQA11 forma parte del epitope reconocido por los 
anticuerpos inducidos por las VLPs como se pudo determinar de acuerdo a la 
reactividad de los péptidos 32967, 32968, 32996, 32997 y 32998 con los 
anticuerpos anti-VLPs. En los péptidos análogos 32967 y 32997 el aumento en la 
afinidad de estos péptidos por los anticuerpos anti-VLPs es en parte debido al 
aumento en la estabilidad de la hélice α. 
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Los péptidos 32991 (p=0.047), análogo del 18294, 33227 (p=0.0017), 33229 
(0.0212), 33230 (p<0.0001) y 34087 (p=0.0112) análogos del 18283 presentaron 
una reactividad significativamente mayor con los anticuerpos presentes en 
mujeres infectadas y con lesión que con los anticuerpos presentes en mujeres no 
infectadas. 
Se identificó que la 3T del péptido 11416 1TY2  y los amino ácidos 12HVLSLV17 del 
11435,  son críticas para la actividad de inhibición de la invasión de estos 
péptidos. 
Se lograron diseñar los péptidos análogos 33220, 33363, 34295, 34297 y 33358 
que inducen la producción de IL-6 en PBLs con mayor potencia que los péptidos 
originales 11382, 11389 y 11416. 
Se diseño el péptido 33210 que inhibe la maduración de monocitos a células 
dendríticas de manera similar a como la hace la proteína nativa. 
Se estableció que la interacción de los péptidos originales 11382, 11389, 11435, 
18283, 18294 y 18301 a sus anticuerpos es favorecida entalpicamente (sugiriendo 
incluso la presencia de interacciones iónicas); por el contrario, el cambio entrópico 
negativo en la interacción péptido anticuerpo (relativamente grande en valor 
absoluto comparado con el cambio entálpico negativo)  se opone a la unión.    
Se determinó que la unión de los péptidos análogos 33210 (análogo del 11438), 
33215 (análogo del 11382), 33225 (análogo del 18283) y 33233 (análogo del 
18294) a sus anticuerpos es favorecida entropicamente, en parte debido a la 
disminución de la entropía configuracional del péptido y al aumento de la 
estabilidad de la estructura.  
En la interacción del péptido 32865 a sus anticuerpos (análogo del 18301) el 
cambio de entropía se opone a la unión del péptido con sus anticuerpos, pero es 
mucho menor que el del péptido original 18301 con sus anticuerpos; debido a la 
disminución de la entropía configuracional del péptido y al aumento en la 
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Epstein-Barr virus (EBV) invasion of B-lymphocytes involves
EBV gp350/220 binding to B-lymphocyte CR2. The anti-gp350
monoclonal antibody (mAb)-72A1 Fab inhibits this binding and
therefore blocks EBV invasion of target cells. However, gp350/220
regions interactingwithmAb 72A1 and involved in EBV invasion of
target cells have not yet been identified. This work reports three
gp350/220 regions, defined by peptide 11382, 11389, and 11416
sequences, that are involved in EBVbinding to B-lymphocytes. Pep-
tides 11382, 11389, and 11416 bound to CR2() but not to CR2()
cells, inhibited EBV invasion of cord blood lymphocytes (CBLs), were
recognized by mAb 72A1, and inhibited mAb 72A1 binding to EBV.
Peptides 11382 and 11416 binding to peripheral blood lymphocytes
(PBLs) induced interleukin-6 protein synthesis in these cells, this phe-
nomenon being inhibited by mAb 72A1. The same behavior has been
reported for gp350/220 binding to PBLs. Anti-peptide 11382, 11389,
and11416antibodies inhibitedEBVbindingandEBVinvasionofPBLs
and CBLs. Peptide 11382, 11389, and 11416 sequences presented
homology with the C3dg regions coming into contact with CR2 (C3dg
and gp350 bound to similar CR2 regions). These peptides could be
used in designing strategies against EBV infection.
Epstein-Barr virus (EBV)2 invades B-lymphocytes throughmolecular
interactions involving the EBV gp350/220 protein. It is known that
gp350 binds to B-lymphocyte CR2 (known as C3d receptor) with a 3.2
nM affinity constant (12 nM affinity has been determined for B-lympho-
cyte surface) (1, 2). This simple 1:1 interaction is involved in adsorption,
capping, and EBV endocytosis and is considered to be a primary deter-
minant of EBV tissue tropism (3–5). The CR2 region binding to gp350
overlaps the CR2 region binding to C3dg. The gp350 N-terminal region
contains part of the B-lymphocyte binding domain (5).
The gp350 21EDPGFFNVE29 peptide, having significant homology
with C3d-amino acid sequences (6), binds to purified CR2 and to
CR2() but not to CR2() B- and T-lymphoblastoid cell lines; this
peptide coupled to BSA inhibits CR2 binding to EBV and gp350 (7). This
peptide inhibits C3dg binding to B-cells (as well as EBV) and also inhib-
its C3-induced Raji cell proliferative response (7, 8).
However, the 470-mer N-terminal recombinant protein and gp220,
containing this peptide sequence, present single-component binding,
whereas gp350/220 presents a higher affinity two-component binding
to CR2 (5, 9) and inhibits only 50% of EBV binding and EBV infection of
Raji cells (5). Moreover, the monomer gp350 peptide (16IHLTGEDPG-
FFNVE29) does not inhibit gp350/220 or C3dg binding to CR2() cells;
BOS-1 monoclonal antibody (recognizing peptide 14SLIHLTGEDPG-
FFN27) does not inhibit peptide 16IHLTGEDPGFFNVE29 Raji binding
or block virus adsorption or infectivity (5). On the other hand, the C3dg
region (homologous to this gp350 peptide) is not in contact with CR2 in
the reported complex structure (10). It is thus very likely that other
gp350/220 regions are involved in EBV binding to B-lymphocytes.
The gp350/220 region containing the epitope recognized by neutral-
izing monoclonal antibody 72A1 is one of the most important regions
involved in gp350/220 binding to B-lymphocyte CR2, because the mAb
72A1 Fab fragment inhibits EBV binding and invasion of host cells (5,
11). Moreover, mAb 72A1 inhibits EBV invasion of monocytes (12),
neutrophils (13), and T-cells (14). Anti-gp350/220 mAb 72A1 also
inhibits interleukin-6 (IL-6) protein synthesis induced in PBLs by
gp350/220 binding to CR2 (15); it also inhibits EBV invasion of B-lympho-
cytes (5). It is known that the gp350/220 region involved in EBV invasion of
host cells is recognized by this monoclonal antibody; however, its precise
localization remains unknown. The purpose of this work was thus to iden-
tify B-lymphocyte binding sequences that are involved in EBV virus infec-
tion of B-lymphocytes.
MATERIALS AND METHODS
Peptide Synthesis—Forty-six peptides, covering the total length of
EBV gp350-reported sequence (16), were synthesized by the solid phase
method (17) with N-terminal t-Boc-protected amino acids. Peptides
were cleaved by a low-high hydrogen fluoride protocol (18). These pep-
tides were analyzed by mass spectrometry and reverse-phase high per-
formance liquid chromatography. Synthesized peptide sequences are
shown in Fig. 1. Tyrosine (Y) was C-terminally added, allowing those
peptides not containing this amino acid to be radiolabeled.
Lymphoblastoid Cell Line Cultures—The cloned Raji (19), Ramos
(20), and P3HR-1 (21) lymphoblastoid cell lines andHeLa cells (22)were
kept in culture in adjusted RPMI 1640 (Invitrogen) supplemented with
10% fetal bovine serum (Hyclone), containing 2 mM L-glutamine, 1.5
g/liter sodium bicarbonate, 4.5 g/liter glucose, 10 mM HEPES (Invitro-
gen), and 1 mM sodium pyruvate. All of the cells were grown at 37 °C in
a 5% humidified CO2 atmosphere. HeLa cells, cultured in monolayers,
were harvested by adding PBS-EDTA followed by spinning at 1,000  g
for 5min. Cells were washed three times for 5min at 1,000 gwith PBS
and then counted in a Newbauer chamber, and their viability was
assessed by trypan blue staining.
Human Leukocyte Isolation—Cord blood and peripheral blood were
collected in EDTA-treated sterile tubes from patients attending the
Materno Infantil Hospital in Bogotá. Informed consent was obtained
from all participants. Cord blood lymphocytes (CBLs) and peripheral
blood lymphocytes (PBLs) were separated by sedimentation on Ficoll-
Hypaque gradients. The obtained lymphocytes were washed five times
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with RPMI 1640, spun at 300  g for 7 min at room temperature, and
counted in a Newbauer chamber (23).
Epstein-Barr Virus—The EBV used for studies was obtained from the
American Type Culture Collection (ATCC catalogue no. VR-1492).
125I Peptide Labeling—Peptides were 125I-labeled by the chloram-
ine-T protocol. Briefly, 3.2 l of Na125I (17.2 mCi/g) reacted with 28
g of chloramine-T and 5 g of peptide. The reaction was stopped by
adding 14 g of sodium bisulfite in isotonic PBS (pH 7.4). The radiola-
beled peptidewas purified by using size-exclusion chromatography on a
Sephadex G-10 column. 125I-Labeled peptide specific activities were
between 80 and 160 Ci/nmol.
Peptide Cell Binding Assay—2, 4, 8, and 12 nM concentrations of
125I-labeled peptide were incubated in triplicate with a Raji, Ramos, or
P3HR-1 cells or erythrocyte cell suspensions (104 cells l1) in the
absence (total binding) or presence (nonspecific binding) of unlabeled
peptide (1.25 M) for 1 h at 18 °C. Cells were then separated from the
mediumby spinning at 10,000 g for 1min through a dibutylphthalate-
dioctylphthalate cushion (d  1.015 g ml1). Cell-bound 125I-labeled
peptide was measured, and specific binding for each peptide was calcu-
lated as the difference between total and nonspecific binding. Cell bind-
ing activity for each peptide was defined as the ratio of specific binding
over the amount of added radiolabeled peptide. Nemerow’s peptide
(peptide 11420), which specifically binds to Raji cell (7) (used as the
positive binding control peptide), presented 0.034 binding activity. High
activity binding peptide saturation curves were performed incubating
104 cells l1, with 125I-labeled peptide at a 5–700 nM concentration in
the absence or presence of 40 M unlabeled peptide. Hill analysis was
performed as reported previously (24). Briefly, bound (b) and non-
bound (free) peptide was measured in saturation assays. Hill analysis
were done by determining log(b/(bmax  b) in function of log(free); bmax
represents the maximum number of cell receptors to which the peptide
could bind (depending on the total number of peptide cell receptors).
The slope of this plot gives the Hill coefficient.
Immunization Protocol—Each New Zealand rabbit was immunized
subcutaneously with 500 g of a HABP of interest plus 150 g of the
T-helper epitope FISEAIIHVLHSR (25), emulsified with 250 l Freund’s
complete adjuvant (500 l final volume), and boosted on days 20, 40, 60,
and 80 with the same antigen dose in Freund’s incomplete adjuvant. Blood
was drawn 20 days after the second, third, and fourth doses.
ELISA—Plates coated with 1 g of peptide/well in 100 l of PBS at
4 °C overnight were subsequently blocked with a 2% of fat-free dry milk
in PBS, 0.2% Tween 20 (PBSMT) for 2 h at 37 °C. 100 l of the appro-
priate serial rabbit serum dilutions were added and incubated for 2 h at
37 °C. The wells were then incubated with a 1/5,000 dilution of anti-
rabbit peroxidase (Vector Laboratories) at 37 °C for 1 h followed by
color development with a solution prepared by 3,3,5,5-tetramethyl-
benzidine peroxidase substrate (KPL) for 15 min; absorbency was read
at 620 nm. For sandwich ELISA, plates were coated with 100 l of mAb
72A1 (2.5 g/ml) in PBS at 4 °C overnight. Plates were then blocked
with PBSMT for 1 h at 37 °C. Wells were subsequently incubated with
increasing peptide solutions (0.3125–10 g/ml) or with different EBV
dilutions (1/10 to 1/320) for 2 h at 18 °C.Wells were then incubatedwith
100 l of a 1/4000 anti-EBV or anti-HABP rabbit serum dilution for 2 h
at room temperature. Control wells were treated in a similar way but
using PBS instead of mAb 72A1. The conditions for the competitive
sandwich ELISA (established by usingHABPor EBVmAb72A1binding
curves) were 4 g/ml 11382, 0.15 g/ml 11389, or 4 g/ml 11416
HABPs bound to mAb 72A1 in the presence of 1/20 to 1/1280 EBV
dilutions; 1/20 EBV dilution were bound to mAb 72A1 in the presence
of 0.0024–10 g/ml HABPs for 2 h at room temperature. Plates were
then incubatedwith 100l of anti-HABP (1/4,000 dilution) or anti-EBV
(1/500 dilution) sera for 2 h at 18 °C. Color development was performed
as mentioned above (26).
FlowCytometry Analysis—500,000 cells were washed twice with 0.5%
PBS-BSA, spinning at 2,500 rpm for 5 min, for flow cytometry analysis.
The cells were then treated with a flow cytometry fixation and perme-
abilization kit (Dako) according to themanufacturer’s instructions. The
cellular pellet was suspended in 100 l of 0.5% PBS-BSA containing a
1/640 serum dilution or with 100 l of a 1/400 72A-1 monoclonal anti-
body dilution on ice for 45 min. This mixture was incubated for 50 min
at 18 °C. The cells were then washed three times with PBS-BSA, spun at
2,500 rpm for 5 min, incubated with 100 l of a 1/200 dilution of fluo-
rescein isothiocyanate-labeled goat anti-rabbit IgG F(ab)2 and phyco-
erythrin-labeled rat anti-human T-cell receptor for 30 min at 4 °C or
with 100 l of a 1/50 dilution fluorescein isothiocyanate-labeled anti-
mouse IgG F(ab)2 (Vector Laboratories), and finally washed twice with
PBS. Fluorescence cells were read by a FACScan (BD Biosciences).
Rabbit Antibody Isolation—Rabbit sera were diluted four times with
60 mM acetate buffer (pH 4.0); the pH was then raised to 4.5 by adding
0.1 N NaOH. 25 l/ml caprylic acid was added and stirred for 30 min.
Samples were then centrifuged at 10,000  g for 30 min, and the super-
natant was separated. A 1/10 volume of 10PBS was added to the
obtained supernatant and the pH adjusted to 7.4 with 0.1 N NaOH. The
immunoglobulin fraction was precipitated with 0.35 g/ml ammonium
sulfate overnight at 4 °C. The pellet was separated by spinning at
5,000 g for 15min at 4 °C and suspended in PBS. The immunoglobulin
solution was dialyzed extensively with PBS. The isolated protein con-
centration was determined by the Bradford test (100–170 g/ml) and
antibody activity by ELISA and immunofluorescence (27).
Epstein-Barr Virus Invasion of CBLs—2105 cord blood lympho-
cytes (in 100 l of RPMI 1640 supplemented with 10% heat-inactivated
serum, 100 units/ml penicillin, 100 g/ml streptomycin, 0.4 g/ml
cyclosporin A, and 5 mM CaCl2) were incubated with 30 l of EBV-
containing supernatant for 30 min at 37 °C in a 5% CO2 atmosphere. 70
l of RPMI 1640mediumwas then added and the samples incubated for
16 h at 37 °C in 5%CO2 atmosphere. After incubation, cells werewashed
three times with RPMI 1640 medium (fetal bovine serum-free), and
their DNA was obtained for PCR amplification. CBLs were preincu-
bated with 8 M HABPs for 15 min at 37 °C, or 30 l of EBV was
preincubated with 30 l of rabbit isolated antibodies (100–170 g/ml),
for 1 h at 37 °C before EBV invasion assayswere performed to determine
the effect of HABP or anti-HABP antibodies on EBV invasion of CBLs.
EBV invasion of CBLswithoutHABPs or isolated antibodieswas used as
positive control. CBLs, treated under the same conditions as a positive
control but without EBV supernatant, were used as negative control.
EBV DNA Identification by PCR Amplification—DNA was obtained
by proteinase K digestion, phenol-chloroform extraction and ethanol
precipitation. This DNA was dissolved in 20 l of TE buffer (10 mM
Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA), 0.5 mg/ml final concentration (28).
PCR was performed in 20 l of reaction mixture containing 10 mM
Tris-HCl (pH 8.3), 50mMKCl, 1.5mMMgCl2, and each of the following
200 M deoxyribonucleotide triphosphate, 0.1–0.5 g of template
DNA, each primer at 0.5M, and 1.0 unit ofTaq polymerase. Previously
reported primers (29, 30) were used to specifically amplify EBV DNA:
5-TTCATCACCGTCGCTGACT-3 upstream sequence and 5-AC-
CGCTTACCACCTCCTCT-3 downstream sequence. These primers
specifically amplified a 300-bp DNA fragment from EBV() cells (Raji
or B95-8), but not EBV() cells (CBLs, erythrocyte fraction, or HeLa
cells). PCR conditions consisted of 35 cycles at 95 °C for 30 s, 55 °C for
30 s, and 72 °C for 30 s in a 9600 thermal cycler (PerkinElmer Life
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Sciences) (29). The amplified fragment was separated and ethidium
bromide-stained on 2.5% agarose gels; the PCR product was visualized
on a Molecular Imager FX (Bio-Rad).
Producing mAb 72A1—Female 4-week-old Balb/c mice were immu-
nized with 200 l of Pristane (ICN) and 10 days later with 1  106
hybridoma cells (ATCC HB-168) in 200 l of sterile PBS. Ascitic fluid
was drained between the 15th and 30th day following hybridoma cell
immunization. Antibody presence was determined by ELISA, sandwich
ELISA, and cytometry analysis.
IL-6 Protein Quantification—300 l 1  106 PBLs were incubated
with 150 l of EBV or each HABP at 13.3 M for 96 h at 37 °C. The
supernatant thus obtained was stored at 20 °C until IL-6 protein was
determined by ELISA according to themanufacturer’s instructions. The
effect of 10 g/ml mAb 72A1 on IL-6 protein synthesis induced by
HABP-11382 or -11389 (11M) or EBVwas determined. In other exper-
iments, EBV was treated for 15 min at 4 °C with 100–160 g/ml anti-
HABP or anti-EBV isolated antibodies or with 10 g/ml mAb 72A1 to
determine the effects of these antibodies on EBV-induced IL-6 protein
synthesis. Also, the effect of 10 g/ml mAb 72A on EBV-induced IL-6
protein synthesis was determined in the presence of 8MHABP-11382,
-11389, or -11416.
RESULTS
Identifying B-lymphocyte-binding Regions in gp350—gp350/220 spe-
cifically binds to the CR2 molecule, which has been found on Raji and
Ramos but not P3HR-1 cells (31, 32). Raji and Ramos cells were thus
chosen as positive cell binding control and P3HR-1 as negative cell
binding control for selecting B-lymphocyte-binding gp350 peptides.
The CR2 molecule was determined on Raji and Ramos cells, but not on
P3HR-1, by using flow cytometry analysis with the previously reported
CR2-recognizing monoclonal antibody (33) (data not shown).
Peptides 11381, 11382, 11388, 11389, and 11394 from the gp350
N-terminal region and 11415 and 11416 from the gp350 C-terminal
region presented CR2() Raji and Ramos cell binding activity higher
than or equal to 0.034 (the known value for the binding activity of
Nemerow’s peptide), but these peptides did not bind toCR2() P3HR-1
cells (Fig. 1). These peptides were named CR2() cell HABPs, of which
11381, 11382, 11388, 11389, and 11416 presented conserved amino acid
sequences in the gp350/220 protein reported to date, whereas the
HABPs 11394 and 11415 presented Lys401 and Pro812 amino acid varia-
tions in their respective sequences. Raji cell affinity constants determined
for these CR2() cell HABPs (except for HABP-11381 for which the affin-
ity constant could not be determined from the obtained data) were in the
40–340nMrange,withHABP-11415exhibiting thehighest binding affinity
(Kd  40 nM), slightly higher than control peptide 11420 (Kd  68 nM).
HABPs 11388, 11389, and 11394 showed affinity constants of around 300
nM and HABPs 11382 and 11416 around 150 nM. HABPs 11382, 11388,
11389, 11394, and 11416 presentedHill coefficients of around 1, suggesting
a single type of receptor-ligand interaction, but HABP-11415 presented a
Hill coefficient of 2.0, suggesting positive cooperativity (TABLEONE).
FIGURE 1. gp350/220 peptide Raji, Ramos, and P3HR-1 cell binding activities. The column giving peptide numbers uses our laboratory’s peptide accession codes. The protein
position appears in the second column along with the sequences for gp350/220 peptides used in this study. The black bars represent Raji, Ramos, and P3HR-1 binding activity,
calculated as stated under “Materials and Methods.”
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CR2() Cell HABPs Inhibited EBV Attachment to B-lymphocytes—
gp350/220 binding to CR2 on PBLs induces IL-6 synthesis (15, 34, 35).
PBLs were thus exposed to CR2() cell HABPs, and IL-6 protein syn-
thesis level was determined in the supernatant of these cell cultures.
PBLs exposed to HABPs 11381, 11388, 11389, 11394, or 11415 showed
IL-6 protein levels similar to that of non-treated PBLs, suggesting that
these peptides did not have any effect on IL-6 synthesis. On the con-
trary, PBLs exposed toHABPs 11382 and 11416 increased four times the
IL-6 protein levels, similar to IL-6 protein levels induced in PBLs by
exposure to EBV (Fig. 2A).
It is probable that mAb 72A1 binds to some of these HABP
sequences. ELISA revealed that HABPs 11382, 11389, and 11416 specif-
ically bound tomAb 72A1 in a dose-dependent way, showing 72, 100, or
55%EBVbinding tomAb 72A1, respectively, with antibody titers higher
than or equal to 25,600 at 10 g/ml peptide. On the other hand, HABPs
11381, 11388, 11394, and 11415 presented no significant binding to
mAb 72A1 at the same peptide concentrations (less than 20% of the
binding obtained with EBV) (Fig. 2B). Moreover, HABPs 11382, 11389,
and 11416, but not the nonrelevant peptide, inhibited mAb 72A1 bind-
ing to EBV in a dose-dependent manner, just as EBV did, as determined
by ELISA (Fig. 2C). PBLs were also exposed to HABP-11382, -11389, or
-11416 or EBV in the presence or absence of mAb 72A1, and IL-6 pro-
tein levels were then determined;mAb72A1 inhibitedmore than 50%of
IL-6 protein synthesis induced by HABP-11382 or -11416 or EBV (Fig.
2D). Furthermore, the effect of mAb 72A1 on EBV-induced IL-6 syn-
thesis was eliminated when mAb 72A1 had been incubated previously
with HABP-11382, -11389, or -11416 (Fig. 2E).
CR2() Cell HABPs Induced Antibodies Recognizing EBV-infected
Cells and Inhibited IL-6 Protein Synthesis Induced by EBV Binding to
PBLs—Each rabbit was immunized with one of the CR2() cell HABPs;
these peptides induced antibodies with anti-HABP antibody titers
between 6,400 and 51,200 as determined by ELISA. These anti-HABP
antibodies also recognized EBV by ELISA but with lower antibody titers
(between 3,200 and 25,600) (Fig. 3A). On the other hand, anti-EBV
antibodies were able to recognize these HABPs with antibody titers
between 1,600 and 6,400.
Anti-HABP antibodies isolated from rabbit sera through precipita-
tion with caprylic acid and ammonium sulfate specifically recognized a
11.3  3.2% mean of 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)-
stimulated B95-8 cells (EBV-infected cells) but only 1.6  0.5% of CBLs
(non-EBV-infected cells) by flow cytometry. Anti-EBV antibodies rec-
ognized around 31.64% of B95-8 cells and only 3.86% of CBLs. On the
contrary, antibodies isolated from sera obtained before the first immu-
nization or anti-nonrelevant peptide antibodies recognized only a 2.6
1.8 mean of the B95-8 cells or CBLs (Fig. 3B). EBV binding to PBLs
induced IL-6 protein synthesis in these cells; but when EBV was treated
previously with anti-HABP-11382, -11389, or -11416 antibodies, the
IL-6 protein synthesis induction diminished between 50 and 70%, in the
same way that anti-EBV antibodies did. This effect was not seen with
anti-nonrelevant peptide antibodies (Fig. 4).
CR2() cell HABPs 11382, 11389, and 11416 or Their Anti-HABP
Antibodies Inhibited EBV Invasion of CBLs—EBV was able to invade
CBLs not only because the virus presence in these cells could be deter-
mined by PCR amplification of the highly specific 300-bp DNA frag-
ment but also because anti-gp250/350 mAb 8174 (Chemicon) recog-
nized 31.6% of EBV-treated CBLs while recognizing only 2% of EBV-
nontreated CBLs by flow cytometry analysis (data not shown).
EBV invasion of CBLs was performed in the presence of each CR2()
cell-HABP or anti-HABP antibody. HABPs 11381, 11388, 11394, and
11415, or their anti-HABP antibodies, did not have a significant effect
on EBV invasion of CBLs, because EBV DNA was detected by PCR in
these cells (Fig. 5). On the contrary, EBV invasion of CBLs in the pres-
ence ofHABPs 11382, 11389, and 11416, or their anti-HABP antibodies,
was significantly inhibited, because EBVDNAwas not detected in these
cells (Fig. 5).
DISCUSSION
The aim of this work was to find gp350/220 regions involved in EBV
binding to CR2() cells by using synthetic peptides. This approach has
been used previously for defining protein regions involved in virus and
host cell interactions (36–43). The initial screening binding assay was
performed using Raji cells because they express CR2, bind EBV, and
support virus-cell fusion (44). Nemerow’s peptide was used as positive
control because it specifically binds to these cells (7). Binding assays
were performed at low peptide concentrations (2–12 nM) for identifying
high affinity and high capacity binding peptides.
Raji binding peptides 11378, 11410, 11411, and 11412, which also
bound toCR2() P3HR-1 cells, and 11401–11405 and 11423, which did
not bind to CR2() Ramos cells, were discarded from further study, as
gp350 specifically binds to CR2() cells but not to CR2() cells. How-
ever, peptides 11401–11405 from the repeat region (residues 502–621)
could be involved in EBV invasion of B-lymphocytes, because the 576-
mer N-terminal fragment binds to Raji cells, inhibits EBV binding to
lymphocytes, and blocks EBV infection more efficiently than the 470-
mer N-terminal fragment (lacking the 471–576 region) (5). Further-
more, the VTTPTPNATSPTLGKT sequence is the target for anti-EBV
neutralizing monoclonal antibodies (45). HABPs 11402, 11403, and
11404 contain this reported epitope (underlined in the following:
SAVTTPTPNATSPTLGKTSPT); HABPs 11401 and 11405 contain
only part of this epitope (AVTTPTPNATSPT). The differences in cell
binding tropism between B95-8 EBV (containing the repeat region) and
P3HR-1 EBV (which does not contain this region) could be due to this
binding region (46, 47).
HABPs 11381, 11382, 11388, 11389, 11394, 11415, and 11416 specif-
ically bound to CR2() cells (Raji and Ramos) but not to CR2() cells
(P3HR-1), and taking into account that gp350/220 specifically binds to
CR2 molecules, these HABPs were therefore considered putative CR2-
binding sequences. CR2() HABPs 11381, 11382, 11388, 11389, and
11394 were located in the gp350/220 576-mer N-terminal fragment,
containing part of the Raji-binding region, because this fragment bound
to Raji cells in a similar way as to the entire gp350/gp220 (5, 48). HABPs
11415 and 11416 were located in the C-terminal region, specifically in
the immunodominant region recognized by anti-EBV human neutral-
izing antibodies (49, 50).
TABLE ONE
Peptide binding constants and Hill coefficients to Raji cells










a The Kd and Hill coefficient could not be determined from the obtained data.
b ND, not determined.
c This is Nemerow’s peptide.
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FIGURE 2. HABP binding to PBLs and its effect on IL-6 protein synthesis. HABP-11382, -11389, and -11416 sequences probably contain the gp350/220-binding region that
interacts with CR2 on PBLs. A, PBLs were exposed to EBV (C()) or to CR2()-cell HABPs. IL-6 protein levels were determined by ELISA. It is shown that HABPs 11382 and 11416
induced IL-6 protein synthesis in the same way as did EBV (C()). B, CR2() cell HABP binding to mAb 72A1 at different concentrations was determined by ELISA. It is shown
that HABP-11382, -11389 or -11416, but not HABP-11381, -11388, -11394, or -11415, were specifically recognized by mAb 72A1. C, mAb 72A1 binding to EBV was performed
in the presence of nonrelevant peptide 25684, HABPs 11382, 11389, and 11416, or EBV. HABPs 11382, 11389, and 11416, nonrelevant peptide 25684, or EBV. It is clearly shown
that HABP-11382, -11389, or -11416 inhibited mAb 72A1 binding to EBV in a dose-dependent manner; on the contrary, HABP-25684 did not. D, PBLs were exposed to
HABP-11382, -11389, or -11416 in the presence (white bars) or absence (gray bars) of mAb 72A1; this inhibited IL-6 protein synthesis induced by HABPs 11382 and 11416. A
nonrelevant mAb (mAb NR) did not inhibit IL-6 induced by EBV. E, PBLs were exposed to EBV in the presence or absence of a nonrelevant mAb (which did not inhibit IL-6
induced by EBV) or mAb 72A1 (which inhibited IL-6 induced by EBV) plus HABP-11382, -11389, or -11416. It is shown that HABPs 11382, 11389, and 11416 blocked the effect
of mAb 72A1 on EBV-induced IL-6 protein synthesis in PBLs.
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The CR2() HABPs showed saturable binding, having a finite num-
ber of HABP-binding sites per Raji cell, thus supporting the idea of
specific binding receptors. The affinity constants were in the 40 to 340
nM range (TABLE ONE), showing strong interaction between these
HABPs and Raji cells, which could be very important for efficient EBV
binding to B-lymphocytes (except for HABP-11381 for which the affin-
ity constant could not be obtained). HABPs 11382, 11388, 11389, 11394,
and 11416 presented a single type of interaction.On the contrary,HABP
11415 presented a 2.0 Hill coefficient, suggesting positive cooperativity,
and could be seen as a parallel increase in affinity accompanied by
increased HABP binding to Raji cells. This peptide perhaps bound with
different affinity to at least two different receptors that could also inter-
act with each other, i.e. CD21 and MHC class II, which are known to
bind peptides having this length (51, 52).
It is known that gp350/220 binding to CR2 increases IL-6 protein
synthesis on PBLs; mAb 72A1 inhibits gp350/220 binding and therefore
inhibits EBV-induced IL-6 protein synthesis. In our work, HABPs
11382, 11389, and 11416 bound to mAb 72A1, inhibited mAb 72A1
binding to EBV, and blocked the effect of mAb 72A1 in inhibiting EBV-
induced IL-6 protein synthesis. HABPs 11382, 1389, and 11416 bound
FIGURE 3. Anti-HABP antibody reactivity against peptides and EBV-infected cells by ELISA and flow cytometry analysis. A, anti-HABP or anti-EBV antibody serum titers from
rabbits immunized with CR2() cell HABPs were determined by ELISA. B, the percentage of EBV-infected or noninfected cells that became fluorescent when anti-HABP antibody
recognition was determined by flow cytometry analysis.
FIGURE 4. The effect of anti-HABP antibodies on EBV binding to PBLs (CR2() cells).
PBLs were exposed to EBV in the presence (white bars) of anti-11382, -11389, or -11416
antibodies or antibodies isolated from preimmune sera (gray bars); then, IL-6 protein
levels were determined by ELISA. Anti-HABP antibodies inhibited EBV-induced IL-6 pro-
tein in a manner similar to anti-EBV antibodies (EBV). On the contrary, anti-nonrelevant
peptide antibodies (C()) did not have a detectable effect on IL-6 protein synthesis.
FIGURE 5. PCR-amplification of an EBV DNA fragment using DNA obtained from
CBLs treated with EBV-containing supernatant. CBLs exposed to EBV, in the presence
of HABPs or anti-HABP antibodies, were used to obtain DNA to amplify a specific frag-
ment, using the previously reported EBV primers. This fragment was separated on aga-
rose gels. MWM, molecular weight markers (shown by arrows on left); C() and C(), EBV
PCR amplification using DNA obtained from non-EBV-exposed and EBV-exposed CBLs,
respectively (see “Materials and Methods”). EBV PCR amplification using DNA obtained
from EBV exposed to CBLs in the presence of HABPs (PEPTIDE), antibodies isolated from
preimmune sera, and anti-HABP antibodies are shown. R1 and R2 represent the immu-
nized rabbit numbers. The number of the peptide used in rabbit immunization appears
on the right.
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to mAb 72A1, despite there being no apparent homology among them.
This finding agrees with other reports that have revealed that highly
specific antibodies frequently show cross-reactivity even in unrelated
epitopes (53, 54). It was also found that HABPs 11382 and 11416
induced IL-6 synthesis in PBLs in the same way as EBV, and this induc-
tion was inhibited by mAb 72A1.
CBLs exposed to EBV in the presence of nonrelevant peptide were
invaded by EBV, because EBV DNA was detected in these cells (Fig. 6).
On the contrary, CBLs exposed to EBV in the presence of CR2() cell
HABPs 11382, 11389, and 11416 were not significantly invaded by this
virus, because EBVDNAwas not detected by PCR amplification in these
cells (Fig. 6).
All of these data indicate that HABPs 11382, 11389, and 11416 spe-
cifically inhibited EBV invasion of B-lymphocytes, probably by blocking
EBV binding to host cells. HABPs 11382, 11389, and 11416 not only
contain gp350 regions involved in EBV binding to host cells but also
regions recognized by mAb 72A1, supporting the previously reported
hypothesis that mAb 72A1 probably binds to the WCHHAEMQN-
PVYLIPETVPYIKW sequence (HABP-11382 is underlined) according
to the results obtained with gp350/220 recombinant fragments (5).
Interestingly, LALING and GETAREA software (55) have revealed
that these HABPs have homology with the C3d regions coming into
contact with CR2 in the resolved co-crystal structure (C3d residues
coming into contact with CR2 are shown in bold; identical or similar
amino acids are underlined) (10): 11382 (HHAEMQNPVYLIPETVPY-
IK), C3d (LILEKQKPDGVFQEDAPVIH); 11389 (YVFYSGNGPKAS-
GGDYCIQS), C3d (EQVNSLPGSITKAGDFLEAN); 11416 (PSTSSK-
LRPRWTFTSPPVTTY), C3d (PSSAFAAFVKRAPSTW LTAY).
These three binding regions could be held together in the gp350
structure, assembling a single binding site, as seen in the C3dg-CR2
resolved co-crystal structure of the complex. In fact, a chimera was built
by homologymodeling based on theC3dg-CR2 complex structure (Pro-
tein Data Bank code 1GHQ), in which C3dg CR2-contact regions were
changed (i.e. replacements were made in C3dg but not in CR2) by
HABP-11382, -11389, and -11416 sequences using Insight II (2000)
Biopolymer module software (Accelrys Inc. software) run on an Indigo
2 Station (Silicon Graphics). The minimized chimerical and C3dg-CR2
resolved co-crystal structure of the complexwere superimposed, reveal-
ing that the structures were very similar; contact residues were con-
served (including secondary structure elements), and 2.8 Å root mean
square deviation values were presented for the overall structure and 1.25Å
for the contact regions in both proteins (Fig. 6). This was due in part to the
interaction between CR2 and C3dg being mediated mainly through back-
bone atom interaction (10). This suggests that in addition to these HABP
sequencesnotdisturbing the resolvedco-crystal structureof theC3dg-CR2
complex contact regions, HABP sequences could also supply the C3dg
protein function for binding to CR2 in the chimerical complex.
Anti-gp350/220 antibodies, inhibiting EBV binding to B-lympho-
cytes, are involved in protection against EBV infection. In fact, gp350/
220 induces anti-EBV-neutralizing antibodies, restricting viral patho-
genesis in vivo and virus infection in vitro (46, 56). It has also been
reported that gp350-immunized marmosets are protected from EBV
infection, developing gp350-reacting antibodies, several of which
exhibit virus-neutralizing activity (57). Neutralizing antibody epitopes
on gp350/220 are not generally glycosylation-dependent (58); some of
them are located on the amino acid backbone (59), suggesting that the
amino acid sequence of this protein induces protective antibodies. The
gp350/220 B-lymphocyte-binding regions are thus suitable targets for
inducing protective immunity against EBV infection.
Each rabbit immunized with one of the CR2() cell HABPs induced
specific anti-HABP antibodies, which also recognized EBV (Fig. 3A),
with anti-HABP antibody titers higher than anti-EBV antibody titers
except in serum from rabbit 423 (Fig. 3A). These HABPs were recog-
nized by anti-EBV antibodies but with lower anti-HABP titers than
anti-EBV titers (Fig. 3A). This suggests that there are differences
between peptide and protein structure and/or differences in epitope
accessibility in these sequences.
Anti-HABP antibodies specifically recognized around 10% of EBV-
infected cells (B95-8 cells) by flow cytometry analysis (Fig. 3B). Interest-
ingly, a similar percentage of 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate-
treated B95-8 cells enters the viral lytic cycle (60). Anti-EBV antibodies
recognized a high percentage of B95-8 cells, suggesting that some EBV
antigen inducing these antibodies was expressed in the majority of
B95-8 cells and not only in viral lytic cycle cells. These results showed
FIGURE 6. C3dg-CR2 chimerical complex structure. The C3dg-CR2 chimerical complex
was constructed based on the resolved co-crystal structure of the C3dg-CR2 complex
(Protein Data Bank code 1GHQ), in which C3dg regions presenting homology with
gp350 HABP-11382, -11389, and -11416 sequences were changed by these HABP
sequences. In yellow and ochre are the ribbon structures of the original resolved co-
crystal structure of the CR2-C3dg complex, except for the C3dg regions that are similar to
HABP-11382 (white), -11389 (purple), and -11416 (ice blue). In green and orange is the
CR2-C3dg chimerical complex, except for the C3dg regions changed by HABP sequences
(HABP-11382 in gray, -11389 in red, and -11416 in blue).
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that theseHABPs are immunogenic and antigenic, that anti-HABP anti-
bodies recognize some EBV native antigen in EBV-infected cells (prob-
ably gp350), and that thewholeHABP sequence (or part of it) is exposed
on native protein in EBV-infected cells.
Anti-HABP 11382, 11389, or 11416 antibodies significantly inhibited
the IL-6 protein synthesis induced by EBV and EBV invasion of CBLs
(Fig. 5), probably because these antibodies inhibited gp350 binding to
CR2 (taking into account that these HABPs contain gp350 regions
involved in EBVbinding to host cells). These results suggest thatHABPs
11382, 11389, and 11416 are capable of inducing antibodies inhibiting
EBV binding of host cells in which EBV invasion is mediated by gp350/
220. These results agree with other reports showing that monoclonal
and human neutralizing antibodies recognize epitopes between gp350
residues 65–174 and 236–327 in which HABPs 11382 and 11389,
respectively, are located (5, 45, 49, 50).
HABPs 11382, 11389, and 11416 clearly bound with high affinity to
EBV-susceptible cells, inhibited EBV binding to B-lymphocytes, were
recognized by mAb 72A1, and elicited antibodies not only interacting
with EBV-infected cells but also inhibiting EBV binding and invasion of
B-lymphocytes. These data thus suggest that HABP-11382, -11389, and
-11416 sequences are involved in EBV binding and invasion of B-cell lym-
phocytes and could be used not only for designing strategies against EBV-
induced diseases (i.e. EBV-induced post-transplant lymphoproliferative
disorder), but also for designing prophylactic EBV vaccine candidates.
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Epstein–Barr virus lacking glycoprotein gp85 cannot infect B-cells and epithelial cells. The gp85 belongs to the molecular complex
required for virus invasion of B-lymphocyte or epithelial cells.Moreover, there is evidence that gp85 is necessary for virus attachment to
epithelial cells. Thirty-six peptides from the entire gp85-sequencewere tested in epithelial and lymphoblastoid cell line binding assays to
identify gp85-regions involved in virus–cell interaction. Five of these peptides presented high binding activity toRaji, Ramos, P3HR-1,
and HeLa cells, but not to erythrocytes; Raji-cell affinity constants were between 80 and 140 nM. Of these five peptides, 11435
(181TYKRVTEKGDEHVLSLVFGK200), 11436 (201TKDLPDLRGPFSYPSLTSAQ220), and 11438 (241YFVPNLKDMFSRAVT
MTAAS260) bound to a 65 kDa protein on Raji-cell surface. These peptides and antibodies induced by them (recognising live EBV-
infected cells) inhibited Epstein–Barr virus interaction with cord blood lymphocytes. It is thus probable that gp85-regions defined by
peptides 11435, 11436, and 11438 are involved in EBV invasion of B-lymphocytes.
 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
Keywords: EBV; gp85; Raji-cell binding peptides; HABPsEpstein–Barr virus (EBV) is one of the most common
worldwide human viruses. Most people become infected
with EBV during their lives [1]; primary EBV-infection
occurs via the oral route during infancy, but if primary
infection is delayed until adolescence it causes infectious
mononucleosis in around 50% cases [2]. EBV has also
been linked to developing several malignant tumours,
including nasopharyngeal carcinoma [3,4], Burkitt’s
lymphoma [5], and the X-associated lymphoproliferative
disease, known as Duncan’s syndrome [6]. EBV is also
an opportunistic agent, often associated with immune
compromised patients receiving allografts or with Ac-
quired Immune Deficiency Syndrome [7–9].
EBV interaction with B-cells is a complex process
involving major viral envelope glycoprotein (gp350)
binding to the complement receptor type 2 molecule
(CD21) [10,11] and EBV glycoprotein gp85–gp25–gp42* Corresponding author. Fax: +57-1-3244672x108.
E-mail address: mepatarr@fidic.org.co (M.E. Patarroyo).
1 Both authors contributed equally.
0006-291X/$ - see front matter  2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbrc.2004.04.177complex interacting with B-cell receptors [12,13]. gp42
protein binds to the HLA-DR Class-II protein b1 do-
main in this interaction [14]. Both gp85 and gp25 EBV-
proteins represent respective herpes simplex virus gH
and gL homologues.
The gp85 is implicated in the membrane fusion pro-
cess between the virus and the human lymphocytes
during EBV-infection. Removing the complex contain-
ing gp85 or the anti-gp42 monoclonal antibody F-2-1
(interacting with this complex) inhibits virus ability to
fuse to the cell membrane but has no effect on virus
binding to B-lymphocytes [15,16]. Furthermore, EBV
lacking the gp85-containing complex cannot fuse with
B-cells or bind to epithelial cells, indicating that gp85 is
necessary for the virus to bind itself to epithelial cells
[17,18]. It has also been reported that there are two
different types of gp85-containing complexes; one con-
sisting of gp85 and gp25 and another of gp85, gp25, and
gp42; these complexes are differentially used in EBV-
invasion of B-lymphocytes or epithelial cells [19]. HLA
Class-II in EBV-producing cells alters the trimer:dimer
222 M. Urquiza et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications 319 (2004) 221–229ratio; EBV from epithelial cells therefore efficiently in-
fects B-lymphocytes whereas B-cell-derived virus tends
to infect epithelial cells [20].
The purpose of this work was to identify specific EBV
gp85 B-cell and epithelial cell binding sequences, which
could be involved in the virus-interaction with the host
cell by using peptides covering the previously reported
entire gp85 protein sequence [21].Materials and methods
Peptide synthesis. Thirty-six, 20-mer long, non-overlapping pep-
tides, covering the total length of gp85, were produced by solid phase
peptide synthesis [22]. Standard N t-Boc protected amino acids were
employed (Bachem). Peptides were cleaved by the low–high HF tech-
nique [23], purified by RP-HPLC, and freeze-dried. Purity was assessed
by HPLC and molecular mass was determined by MALDI-TOF mass
spectroscopy. The peptide sequences are shown in Fig. 1 in one-letter
code. Tyr was added to the carboxyl-terminal end of those peptides
which did not contain such amino acid to enable radio-labelling.
Lymphoblastoid cell lines. The cloned Raji [24], Ramos [25], and
P3HR-1 [26] lymphoblastoid cell lines, which are able to specifically
bind to EBV [27–30], were cultured in RPMI 1640 (Gibco-BRL)
supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS, Hyclone), 2mM L-
glutamine adjusted to contain 1.5 g/L sodium bicarbonate, 4.5 g/L
glucose, 10mM Hepes (Gibco-BRL), and 1mM sodium pyruvate.
HeLa cells [31] were cultured in monolayers with RPMI 1640 medium,
10% FBS, and non-essential amino acids (Gibco-BRL) and harvested
by adding PBS–EDTA, followed by spinning. All the cells were grown
at 37 C, in a 5% humidified CO2 atmosphere. Before being used in
binding assays, the cells were washed with PBS and counted in a
Newbauer chamber with trypan blue and their viability was assessed.
Peptide radio-labelling. Peptides were labelled with 3.2 ll Na 125I
(17.2mCi/lg) oxidised with 12.5ll chloramine T (2.25 lg/ll), and ad-
ded to 5ll peptide (1 lg/ll) for 1min at room temperature [32]. TheFig. 1. gp85-peptide binding activity to Raji, Ramos, P3HR-1, and HeLa cells
peptide are shown on the left. A tyrosine (shown in bold) was added in some
for each peptide to these cells is represented by the black bars. The binding act
also tested in erythrocyte binding assays; binding activity was lower than 0.reaction was stopped by adding 50 ll sodium bisulphate (2.75lg/ll)
and 50ll isotonic PBS (pH 7.4). The radio-labelled peptide was sep-
arated from reaction products in a Sephadex G-10 column at 300ll/
min flow rate.
Cell binding assay. Increasing concentrations of radio-labelled
peptide (2, 4, 8, 12 nM) were incubated with lymphoblastoid cell sus-
pensions (104 cells/ll), in the absence (total binding) or presence (non-
specific binding) of unlabelled peptide (1.25lM) and incubated for 1 h
at room temperature, according to previously described methodology
for red blood cells [33]. After one hour, the non-bound peptide was
separated from cells by spinning through dibutylphthalate–dioc-
tylphthalate mixture (d ¼ 1:015 g/ml) [34] at 5000g for 3min. Cell-
bound 125I-labelled peptide was measured in an automatic gamma
counter. The assay was carried out in triplicate under identical con-
ditions for each radio-labelled peptide concentration and the standard
deviations were always found to be below 5%.
Specific binding was calculated as being the difference between total
and non-specific binding. The specific binding curve (specific bound
peptide vs total added peptide) was determined for each peptide; the
slope of this curve was defined as binding activity. The 15-mer gp-350
Epstein–Barr virus peptide (IHLTGEDPGFFNVEY) reported by
Nemerow, which specifically binds to CR2(+) B lymphocytes and is
also able to inhibit EBV-infection of peripheral blood mononuclear
cells [10] was used as binding peptide control. In our assay this peptide
presented a Raji-cell binding activity of 0.034; any peptide presenting
Raji-cell binding activity higher than or equal to Nemerow’s peptide
was considered to be a high activity binding peptide (HABP). Binding
assays of HABPs were performed again after Raji-cell HABP identi-
fication in a broad range of peptide concentrations (125I-labelled pep-
tide at 5–600 nM concentrations) to determine affinity constants.
HABP cell surface cross-linking and SDS–PAGE. Washed Raji or
HeLa cells (104 cells/ll) were incubated with 100 nM 125I-labelled
peptide in the absence or presence of unlabelled peptide (1 lM) for 2 h
at 4C. The cells were spun at 10,000g, for 5min at 4 C. Supernatant
was discarded and the pellet was washed with PBS. The pellet was
incubated with 20 lM Bis (sulphosuccinimidyl suberate) (BS3, Pierce)
for 20min at 4 C and the reaction was stopped with 0.1M Tris–HCl,
pH 6.8. The cells were washed with PBS; cell-membranes were then. The names, amino acid sequences, and position in the protein for each
peptides at the C-terminal to allow radio-labelling. The binding activity
ivity of Nemerow’s peptide is represented by the grey bar. HABPs were
008 (data not shown).
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treated with Laemmli buffer, heated for 2min at 90 C. Solubilised
proteins were separated by 12% SDS–PAGE [35], exposed for 24 h at
)70 C on Kodak film (X_OMAT). The labelled bands’ molecular
weight was determined with the low range molecular weight markers.
Raji-cell membrane preparation and purification. Cell membrane-
containing fractions were obtained by previously reportedmethodology
[36]; 2.5 million cells were suspended in 6ml buffer A (0.25M sucrose,
5mM Tris–HCl, pH 8.0, and 1mM MgCl2) and passed through a 27
gauge syringe ten times. Themixturewas centrifuged at 250g for 5min at
4 C; the supernatant was skimmed off and stored at 4 C. The pellet was
suspended in buffer A and this step was repeated twice. Supernatants
were spun at 1500g for 10min at 4 C and the pellets were suspended in
buffer A, pooled, and centrifuged at 16,000g for 30min at 4 C. The
supernatant was discarded and buffer B (1.42M sucrose, 5mM Tris–
HCl, pH 8.0, and 1mM MgCl2) was added to the pellet. This solution
was poured into the bottomof a Falcon tube and, afterwards, 2ml buffer
B and 1ml buffer Awere added on top. The sucrose gradient was spun at
80,000g for 60min at 4 C. The ring observed in the interface was sus-
pended in PBS and centrifuged for 60min at 16,000g. The pellet was
suspended in 1ml PBS and stored at )20 C.
Human leukocyte isolation. Cord blood was collected in EDTA-
treated sterile tubes. Cord blood lymphocytes (CBLs) were separated by
sedimentation on Ficoll–Hypaque gradients. The obtained lymphocytes
were washed 5 times with RPMI-1640, spinning at 300g, for 7min at
room temperature [37]. The CBLswere counted in aNewbauer chamber
and stained with trypan blue and their viability was assessed.
Epstein–Barr virus. EBV-containing supernatant used for studies of
EBV and B-lymphocyte interaction was obtained from American Type
Culture Collection (ATCC Catalogue No. VR-1492).
Immunisation protocol. New Zealand rabbits were subcutaneously
immunised with 250ll of each HABP solution (500lg peptide) plus
150lg of T-helper epitope FISEAIIHVLHSR (FIS) [38], emulsified
with 250ll of Freund’s complete adjuvant, and boosted on days 20, 40,
60, and 80 with the same antigen dose in Freund’s incomplete adju-
vant. Blood was drawn 20 days after the second, third, and fourth
doses.
ELISA and FACS analysis. Rabbit anti-peptide antibodies were
tested by ELISA. In brief, micro-titre wells were coated by incubation
at 37 C with 100ll of 10lg/ml peptide in PBS for 1 h. Wells were then
washed three times with PBS containing 0.2% Tween 20 (PBST). The
wells were incubated with this buffer containing 2% powdered
skimmed milk (PBSMT) for 2 h at 37 C for blocking non-specific
antibody binding. The PBSMT was then poured out and the wells were
washed three times with PBST. Later on, wells were incubated with
serial rabbit sera dilutions for one hour at 37 C, washed three times
with PBST, and incubated with a 1/5000 dilution of anti-rabbit per-
oxidase (VECTOR) at 37 C for 1 h. They were then colour-developed
after washing three times in PBST with a solution prepared by mixing
equal volumes of TMB peroxidase substrate and peroxidase solution B
(KPL). After incubation for 30min, absorbancy was read at 620 nm.
FACS analysis used 500,000 cells (CBLs or B95-8) which were
washed twice with PBS–BSA 0.5%, spinning at 2500 rpm for 5min.
The cells were then treated with a fixation and permeabilisation kit for
flow cytometry (DAKO) according to the manufacturer’s instructions.
The cells were suspended in 100ll of 0.5% BSA–PBS containing a 1/
640 serum dilution of each rabbit used in immunisation experiments
and incubated for 50min at room temperature. The cells were then
washed three times with PBS–BSA, spinning at 2500 rpm, for 5min;
incubated with 100ll of 1/200 dilution of FITC-labelled goat anti-
rabbit IgG F(ab)2. CBLs were additionally incubated with phy-
coerythrine-labelled rat anti-human-TCR for 30min at 4 C and finally
washed twice with PBS. FACScan Becton–Dickinson equipment was
used for reading cell fluorescence.
Rabbit immunoglobulin fraction isolation. Rabbit sera were four
times diluted with 60mM acetate buffer, pH 4.0; the pH was then
raised to 4.5 by adding 0.1N NaOH. Twenty-five microlitres of ca-prylic acid was added per 1ml sera and stirred for 30min. After this
procedure, the samples were spun at 10,000g for 30min and the su-
pernatant was separated by filter-paper filtration. 1/10 volume of PBS
10 was added to the obtained supernatant and the pH was adjusted
to 7.4 with NaOH 0.1N. The immunoglobulin fraction was precipi-
tated with 0.35 g/ml ammonium sulphate at 4 C overnight. The pellet
was separated by spinning at 5000g for 15min at 4 C and then sus-
pended in PBS. The immunoglobulin solution was extensively dialysed
with PBS. The protein concentration was determined by the Bradford
assay and antibody activity by ELISA and immunofluorescence [39].
Epstein–Barr virus interaction with CBLs. CBLs (2 105) in 100ll
RPMI 1640, supplemented with 10% heat-inactivated serum, 100U/ml
penicillin, 100lg/ml streptomycin, 0.4 lg/ml cyclosporine A, and 5mM
CaCl2, were incubated with 30 ll EBV-supernatant for 30min at 37 C
in 5% CO2 atmosphere. Then 70 ll RPMI-1640 medium was added
and the samples were incubated for 16 h at 37 C in 5% CO2 atmo-
sphere. After incubation, cells were washed three times with RPMI-
1640 medium (FBS free). The HABP-effect on EBV-interaction with
CBLs was determined by pre-incubating these cells with 8lM of each
HABP for 15min at 37 C immediately preceding the EBV-interaction
with CBL assays. The effect of anti-peptide antibodies on EBV-inter-
action with CBLs was determined by incubating 30 ll isolated rabbit
immunoglobulin fractions (obtained before immunisation and after
four immunisations with HABPs) with 30 ll EBV-containing super-
natant for 1 h at 37 C before EBV-interaction with CBLs was per-
formed. EBV-interaction with CBLs without HABPs and/or
immunoglobulin fractions was used as positive control. CBLs, treated
under the same conditions as the positive controls but without EBV-
supernatant, were used as negative controls. These primers specifically
amplified a 300 bp DNA fragment from EBV+ cells (Raji or B95-8),
but not EBV-cells (CBLs, erythrocyte fraction or HeLa cells).
EBV-DNA identification by PCR-amplification. DNA from EBV-
treated or non-treated CBLs was obtained by proteinase K digestion,
followed by phenol–chloroform extraction and ethanol precipitation.
This DNA was dissolved in 20ll TE buffer (10mM Tris–HCl, pH 8.0;
1mM EDTA) in a final 0.5mg/ml concentration [40]. PCR was per-
formed in 20 ll reaction mixture containing 10mM Tris–HCl (pH 8.3),
50mM KCl, 1.5mM MgCl2, and 200lM of each one of the following:
deoxyribonucleotide triphosphate, 0.1–0.5lg template DNA, 0.5 lM
each primer, and 1.0U Taq polymerase. Previously reported primers,
that specifically amplified a 298-bp DNA-fragment, which is present 11
times EBV-genome from base 14,523 to 45,540 [41] were used to spe-
cifically amplify EBV-DNA: 50-TTCATCACCGTCGCTGACT-30
upstream sequence and 50-ACCGCTTACCACCTCCTCT-30 down-
stream sequence. PCR conditions consisted of 35 cycles at 95 C (30 s),
55 C (30 s), and 72 C (30 s) in a Perkin–Elmer 9600 thermal cycler [41].
The PCR product was separated on 2.5% agarose gels, stained with
ethidium bromide, and visualised on Molecular Imager FX (Bio-Rad).Results
Identifying gp85 peptides that specifically bind to Raji,
Ramos, P3HR-1, and HeLa cells
Initial peptide binding screening was performed with
Raji cells because they bind to EBV and support virus
cell invasion [42]. Peptides 11428, 11431, 11435, 11436,
11438, 11439, 11446, 11449, 11450, 11452, and 11459
(from the 36 peptides covering the entire protein) pre-
sented binding activity equal to or higher than Neme-
row’s peptide; they were named HABPs (Fig. 1).
The elevenHABPsmentioned above plus fourRaji cell
lowbinding activity peptideswere tested in binding assays
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bind specifically to all these three cell lines [27–30] and also
to human erythrocyte (EBV does not bind to these cells).
Only HABPs 11431 (MLSAPLEKQLFYYIGTMLPN),
11435 (TYKRVTEKGDEHVLSLVFGK), 11436 (TKD
LPDLRGPFSYPSLTSAQ), 11438 (YFVPNLKDMFS
RAVTMTAAS), and 11446 (LSAYNRHPLFQPLHT
VMRET) showed high Ramos, P3HR-1, and HeLa cell
binding activity, but not human erythrocyte binding
(Fig. 1). Raji HABPs 11428, 11439, 11449, 11452, and
11459 presented high binding activity only to Raji cells.
Raji HABP-11450 presented high binding activity to Raji
andHeLa cells. None of the low binding peptides showedFig. 2. Raji-cell saturation binding curves and Hill plots for HABPs 11431, 1
non-bound peptide concentration and Y-axis bound peptide concentration. In
logðB=Bmax  BÞ; F is the non-bound peptide concentration (nM). B is the
specifically bound peptide concentration (nM).high Ramos or P3HR-1 binding activity and only HABP-
11455 showed high HeLa cell binding activity (Fig. 1).
Determining HABP–Raji-cell binding affinity constants
Binding affinity constant is a parameter giving in-
formation about interaction strength. Affinity constants
were determined by saturation Raji-cell binding assays
for the five HABPs that specifically bound to Raji,
Ramos, P3HR-1, and HeLa cells. All these five HABPs
(11431, 11435, 11436, 11438, and 11446) and Nemerow’s
peptide showed saturable Raji-cell binding (Fig. 2), al-
lowing affinity constants and the Hill coefficients to be1435, 11436, 11438, 11446, and Nemerow’s peptide. The X-axis shows
set shows the Hill plot analysis; the X-axis shows logðF Þ and in Y-axis
specifically bound peptide concentration and Bmax is the maximum
Table 2
FACS analysis of B95-8 or CBLs cells using HABP- or EBV-
immunised rabbit seraa
Immunogen Rabbit B 95-8 cell CBLs
Pi PIV Pi PIV
11435 426 2.6 7.84 0.4 0.42
427 1.97 8.9 0.58 0.64
11436 430 1.62 9.94 1.53 1.02
11438 432 6.27 4.42 0.2 0.4
433 5.56 10.77 0.83 1.28
25684 129 1.56 4.26 0.53 1.61
EBV 493 4.04 31.64 1.21 3.86
a%Fluorescence cells treated with sera obtained before (Pi) or after
four immunisations (PIV) controls: %fluorescence B95-8 or CBLs
without sera and without FITC-labelled antibody 0.30 and 0.15, re-
spectively; cells plus FITC-labelled antibody 0.40; cells plus serum
0.42.
Table 1
Antigen titre of HABP- or EBV-immunised rabbit sera
Immunogen Rabbit Antigen
11435 11436 11438 EBV
11435 426 >51,200 6400
427 51,200 3200
11436 430 3200 6400
11438 432 51,200 25,600
433 51,200 25,600
EBV 493 6400 6400 6400 51,200
All pre-immune sera shown mean O.D. of 0.050 0.010. The an-
tibody titres were calculated using the highest dilution showing O.D.
higher than or equal to 0.070.
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180, 40, 80, and 70 nM for gp85 peptides 11431, 11435,
11436, 11438, and 11446 (respectively) and 68 nM for
Nemerow’s peptide. The number of binding sites per cell
for each HABP, calculated from these data, was around
100,000; the Hill coefficients were close to 1 for all of
them.
Determining the apparent molecular weight of HABP-
receptors on Raji cells
Each one of these five 125I-labelled HABPs was bound
to intact Raji cells, in the presence or absence of the
same non-labelled HABP. The surface-bound peptide
was then cross-linked to Raji-cell membranes. Mem-
brane proteins were separated by SDS–PAGE and
analysed by autoradiography. All these HABPs bound
specifically to a 65 kDa Raji-cell membrane surface
molecule. HABPs 11431 and 11446 also bound to an-
other two bands having lower molecular weight than
65 kDa. These HABP-bindings were specifically and
completely inhibited by the same non-labelled HABP
(Fig. 3).
HABPs were able to elicit antibodies recognising EBV-
infected cells
HABPs 11435, 11436, and 11438 that specifically
bound to one band on Raji cells were used to immunise
New Zealand rabbits. Specific anti-HABP antibodies
were detected by ELISA after four immunisations with
these peptides, showing antibody titres between 3200
and 51,200 (Table 1). These antibodies also recognised
EBV-containing supernatant by ELISA, presenting an-
tibody titres between 3200 and 25,600. On the otherFig. 3. Analysis of HABPs 11431, 11435, 11436, 11438, and 11446
binding to Raji-cell surface proteins by SDS–PAGE and autoradiog-
raphy. Cells were incubated with 125I radio-labelled peptide (100 nM)
in the absence (lanes 1, 3, 5, 7, and 9) or presence (lanes 2, 4, 6, 8, and
10) of unlabelled peptide (1lM). Lanes 1 and 2 show HABP-11431;
lanes 3 and 4 HABP-11435; lanes 5 and 6 HABP-11436; lanes 7 and 8
HABP-11438; and lanes 9 and 10 HABP-11446. The arrow indicates
apparent molecular weight of the HABP-receptor.hand, the EBV-containing supernatant induced anti-
bodies recognising these HABPs with 6400 antibody
titres (Table 1). No antibodies recognising EBV-con-
taining supernatant or these HABPs were observed in
the sera obtained before immunisation (pre-immune
sera).
Around 10% of B95-8 cells enter the viral lytic cycle
when they are treated with TPA [43], permitting the use
of these cells in identifying EBV-antigens and/or EBV-
antigen-induced antibodies. Live TPA-induced B95-8
cells or CBLs were thus used for identifying antibodies
induced by these HABPS that specifically recognised
EBV-antigens. Flow cytometry analysis was used for
determining that between 2% and 6% B95-8 cells were
fluorescent when using the rabbit sera obtained before
HABP-immunisation; these percentages were increased
between 9% and 13% after four immunisations with
these HABPs and 27% after four immunisations with
EBV-containing supernatant (Table 2). B98-5 cells
treated with sera obtained after four immunisations with
non-relevant peptide 25,684 showed that only 4% were
fluorescent cells. On the contrary, non EBV-infected
CBLs presented lower than 1.7% fluorescent cells, except
for those cells treated with the serum of the rabbit
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presented an increase of 2% in the number of fluores-
cent cells (Table 2). The results obtained with HABP-
11435 are shown in Fig. 4 as an example of cytometry
analysis.
HABPs and the antibodies induced by HABPs specifically
inhibit EBV-interaction with CBLs
The role of HABP-sequences in the interaction be-
tween EBV and CBLs was studied by incubating these
cells with EBV-containing supernatant in the presence of
HABPs or the antibodies induced by these HABPs. It
had previously been determined that EBV-containing
supernatant was able to infect CBLs not only because
virus presence in these cells could be determined by
PCR-amplification after 16 h but also because these cells
were specifically recognised by mAb-8174 (Chemicon)
which is able to specifically recognise the EBV gp350
protein. Neither HABP-11436, non-relevant peptide
25,684 nor the antibodies induced by them inhibited
EBV-interaction with CBLs since EBV-DNA presence
was detected in these cells after 16 h incubation (Fig. 5).
On the contrary, HABPs 11435, 11438, or the antibodies
induced by them, inhibited EBV interaction with CBLs
since it was not possible to detect EBV-DNA in these
cells after 16 h incubation with EBV-containing super-
natant (Fig. 5).Fig. 4. Flow cytometry analysis of TPA-induced B95-8 cells or CBLs. B95-8
before immunisation (A,C) or after four immunisations with HABP 11435
diagrams. (C,D) Upper cell population are CD3(+) T-cells and lower cell p
11436, 11438, non-relevant peptide 25684 or EBV-supernatant are shown inDiscussion
EBV binds to the target cell via high affinity inter-
actions between virus- and cell-proteins [44]; this initi-
ates a chain of dynamic events enabling virus invasion of
the host cell. There are several EBV-proteins necessary
for efficient EBV-invasion of host cells; the gp85–gp25–
gp42 complex is one of them [11,17,45]. gp85 interacts
with host cells mediating the fusion process and some
results support the hypothesis that gp85 is necessary for
virus attachment to epithelial cells. The present work
has focused on the search for specific gp85-regions that
could be involved in the EBV-interaction with B-cell and
epithelial cells. This approach has been used for defining
protein regions involved in virus and host cell interac-
tion [36,46–50].
The target cells used for binding assays were Raji cells
because they bind EBV and support virus cell invasion
[42]. Eleven gp85-peptides presented Raji-cell binding
activity higher than or equal to Nemerow’s peptide
(11428, 11431, 11435, 11436, 11438, 11439, 11446, 11449,
11450, 11452, and 11459); these were denominated Raji
cell HABPs. Some of these HABPs could be binding to
MHC class II molecules since it has been reported that
Raji cells present differentMHC class II alleles [51]. These
HABPs were thus also tested in binding assays to Ramos,
P3HR-1, and HeLa cells since EBV is able to bind spe-
cifically to all these three cell lines [27–30]. HABPs 11431,cells (A,B) or CBLs (C,D) were incubated with rabbit sera obtained
(B,D). The percentages of fluorescent cells are shown inside the point
opulation are B-cells. The results obtained with sera against HABPs
Table 2.
Fig. 5. PCR-amplification of EBV-DNA fragment using DNA obtained from CBLs treated with EBV-containing supernatant. CBLs treated with
EBV-containing supernatant in presence of HABPs or anti-HABP antibodies were used to obtain DNA for amplifying a specific fragment, using the
previously reported EBV-primers. This fragment was separated in agarose gels. In MWM: molecular weight markers; in C (+) and C ()) EBV-PCR
amplification using DNA obtained from CBLs treated with or without EBV-containing supernatant, respectively (see Materials and methods). In
peptide, Pi-R1, Pi-R2, PIV-R1, and PIV-R2: EBV-PCR amplification using DNA obtained from CBLs treated with EBV-containing supernatant
plus HABPs, pre-immune immunoglobulin fraction or post-fourth immunoglobulin fractions, respectively; R1 and R2 represent the number of the
immunised rabbit. In right appears the number of the peptide used in the rabbit immunisation.
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activity to Ramos, P3HR-1, and HeLa cells (Fig. 1), but
not to erythrocytes showing cell-binding behaviour sim-
ilar toEBV. It is probable that a commonHABP-receptor
is displayed by these cells. This receptor seems to be a
65 kDa surface protein on Raji cells and is similar for all
these five HABPs (Fig. 3). This receptor is present in
around 100,000 molecules per Raji cell, enough to be
considered important inEBV-invasion ofB-lymphocytes.
The binding of these HABPs to Raji cells is strong, since
the affinity constants were between 80 and 140 nM, in the
same order of magnitude as Nemerow’s peptide. In fact,
HABP-11436 presented an affinity constant higher than
Nemerow’s peptide (Kd ¼ 68 nM). TheHill coefficients of
around one suggest that these are single peptide–Raji cell
interactions.
It is probable that gp85 interacts with the specific re-
ceptors on these cells and, taking into account that
HABPs 11435, 11436, and 11438 interacted with only one
band on Raji surface having a similar molecular weight,
they were chosen for the following experiments. HABPs
11435, 11436, and 11438 were tested in EBV-interaction
with B-lymphocytes. HABPs 11435 and 11438, which
specifically bound to EBV-susceptible cells, inhibited
EBV-interactionwithCBLs, suggesting that it is probable
that these peptides are able to inhibit EBV-binding to
CBLs by blocking virus binding sites. However, another
effect on EBV-invasion cannot be excluded.
HABPs 11435, 11436 or 11438 elicited specific anti-
bodies not only against themselves but also against EBV-
containing supernatant, though with a lower titre (except
for serum against HABP-11438) (Table 1). These results
showed that these HABPs are not only immunogenic but
also induced antibodies able to recognise antigens present
in EBV-containing supernatant.On the other hand, EBV-
containing supernatant was able to induce antibodiesrecognising these HABPs, suggesting that this superna-
tant contains an antigen able to induce anti-HABP anti-
bodies. It is probable that this antigen could be gp85.
It is clear from the live cell immunofluorescence
studies that HABPs 11435, 11436 or 11438 elicited an-
tibodies that specifically recognised EBV-infected cells
but not non-infected cells. The percentage of B95-8 cells
recognised by anti HABP antibodies was similar to the
percentage of TPA-treated B95-8 cells entering in the
viral lytic cycle (Table 2) [43]. These results suggest
that these HABPs were able to induce antibodies rec-
ognising some EBV-native antigen which is probably
gp85. On the other hand, the percentage of B95-8 cells
recognised by those antibodies induced by EBV-con-
taining supernatant was higher than the percentage of
TPA-treated B95-8 cells entering in the viral lytic cycle;
this suggests that some EBV-antigen inducing these
antibodies is expressed in the majority of B95-8 cells, not
just in those cells in the viral lytic cycle.
Antibodies induced by HABPs 11435, 11436 or 11438
were tested in EBV-interaction with B-lymphocytes. The
EBV-DNA fragment was found in CBLs incubated with
EBV-containing supernatant plus antibodies specifically
induced by non-relevant peptide 25684 (Fig. 5). This
suggests that these antibodies did not have any effect on
EBV-interaction with B-lymphocytes. On the contrary,
no EBV-DNA was detected when antibodies induced by
HABPs 11435, 11436 or 11438 were used. These results
suggest a specific inhibition of EBV-interaction with B-
lymphocytes by the antibodies induced by these HABPs,
perhaps by inhibiting EBV-attachment to B-lympho-
cytes.
It is thus probable that gp85-regions defined by
HABPs 11435, 11436, and 11438 are involved in EBV
invasion of B-cell lymphocytes when considering that
they bound with high affinity to a similar receptor on
228 M. Urquiza et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications 319 (2004) 221–229Raji cells, also bound to Ramos, P3HR-1, and HeLa
cells, inhibited EBV-interaction with CBLs, and were
also able to elicit antibodies specifically inhibiting EBV-
interaction with CBLs. These sequences could be used to
design strategies against EBV-infection.Acknowledgments
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A persistent high risk human papillomavirus (HR-HPV) infection causes cervical intraepithelial lesions and cervical carcinoma.
There is evidence that detecting anti-L1 antibodies could be successfully used for discriminating between cervical lesion patients and
women having normal cytology. It was found that peptides 18283 (55PNNNKILVPKVSGLQYRVFR74) and 18294 (284LYIKGSG
STANLASSNYFPT300) from the L1-surface exposed regions were specifically recognised by antibodies from the cervical lesion
patient sera. These peptides were tested against 165 womens normal cytology sera and 148 cervical lesion or cervical cancer patients
sera. Less than 3.6% of womens normal cytology sera recognised peptides 18283 or 18294; on the contrary, 91% to 96% of the cer-
vical lesion (CIN I to CIN III) or cervical cancer patient sera recognised peptides 18283 and 18294. These data show that anti-pep-
tide 18283 and 18294 antibodies in the patients sera are strongly associated with the presence of HR-HPV associated cervical
lesions, showing 92–97% sensitivity and 89–95% specificity in recognising precancerous and cervical cancer patients. These two pep-
tides could be excellent tools for use in large-scale serological screening of women populations at risk of developing cervical
carcinoma.
 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.
Keywords: HPV; HPV-patients; VLP; ELISA; HPV DNA; Cervical intraepithelial neoplasia; Cervical cancerCervical cancer is the second most common cancer
amongst women worldwide; it has been estimated that
80% of new cases arise in the developing world [1].
Around 250,000 women die annually from this cancer
and 500,000 new cases are diagnosed each year. There
is strong evidence suggesting that this cancer is 100%
attributable to infection with certain types of human
papillomavirus (HPV); in fact, the World Health Orga-
nisation (WHO) has very recently recognised that this0006-291X/$ - see front matter  2005 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbrc.2005.04.115
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E-mail address: mepatarr@fidic.org.co (M.E. Patarroyo).cancer is caused by HPV [2,3]. There are around 100 dif-
ferent HPV-types, of which around 40 types infecting
the anogenital tract and causing cervical lesions and cer-
vical cancer [4] have been called High Risk HPV (i.e.,
HR-HPV-16, -18, -31, -33, and -58). Early detection of
cervical epithelial lesions or HR-HPV persistent infec-
tion, in symptomatic or asymptomatic women, using a
simple reliable, specific, sensitive, cheap test that can
be used in large-scale screening of female populations,
represents an important tool for allowing rapid thera-
peutic action to be taken against cervical lesions and cer-
vical cancer.
Most infections spontaneously disappear 2 years after
genital HPV-incident infection; HPV DNA becomes
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90% of women [5]. However, a persistent HR-HPV
infection in around 5% of them leads to the development
of cervical lesions and cervical cancer. This is partly
mediated by high viral load since there is evidence of a
relationship between viral load and progression of cervi-
cal intraepithelial neoplasia (CIN), CIN II or CIN III
diagnosis and the risk of developing cervical lesions
and cervical cancer [5–7].
Most potentially oncogenic, persistent, long-term
HPV infections induce an antibody response against
virus proteins which can be detected by ELISA test
and can be a good indicator of past as well as current
infections and chronic active infection, associated with
the presence of cervical lesions and the high risk of
acquiring cervical cancer. In fact, it has been reported
that women who are seropositive for HPV-16 present
a higher risk of developing cervical carcinoma than sero-
negative women [8–11]. L1-viral capsid proteins are one
of the targets for antibodies induced by persistent HPV-
genital infection [12–16].
The L1 protein represents more than 90% of the total
protein on the surface of the virus. This protein is able to
assemble itself, forming virus-like particles (VLPs) (Fig.
3A). VLPs, mainly type 16, have been broadly used for
studying the antibody response induced by genital HPV-
infection. The VLP-antibody presence is stable in time
[10], correlated with the number of sexual partners,
and associated with persistent infection, viral load, and
development of neoplasic lesions; this is rarely found
in patients suffering from transitory infections. Seropos-
itivity occurs more frequently in patients who have pro-
gressed to CIN III and invasive cancer than in those
suffering from CIN I or CIN II and the antibody re-
sponse is significantly higher in women having a higher
viral load than those with lower viral load [10,11]. Pro-
spective studies have shown that 70–90% of HPV-16 in-
fected women are seroconverted between 6 and 18
months after HPV DNA has been detected and that this
rarely occurs in patients detected as having transient
HPV DNA [11,15–18].
However, other serological studies have shown that
20–50%ofwomen suffering fromHPV-associated lesions,
withHPVDNApresence, do not present detectable levels
of anti-VLP antibodies [19–22]; this is in part due to the
lack of an optimised test and the fact that these anti-
bodies reactivity is type-specific for the virus. An opti-
mised VLP-based ELISA test has been recently reported
showing 93% sensitivity and 98.5% specificity for discrim-
inating between positive and negative control sera [23].
On the other hand, immunodominant regions have
been identified within L1 protein specifically reacting
with sera from patients suffering from cervical lesions
and persistent HPV infection [24]. Some of these regions
have been identified by using peptides; in fact, it has
been reported that the 473GLKAKPKFTLGKKATPTTS491 peptide from the L1 protein is specifically
recognised by sera from 91% of those patients whose
biopsies contained HPV type 16 DNA, 24% of children,
and 66% of other CIN VPH16 negative patients [8].
This article reports identifying two peptides from the
HPV-16 L1 protein, solvent-exposed regions according
to GETAREA software and the tridimensional structure
reported for this protein [25], tested against 148 sera
from patients with CIN I to III and patients suffering
from cervical cancer compared to 165 sera from women
having normal cytology. These peptides showed very
high sensitivity (94.5–97.2%) and extremely high specific-
ity (90.9–97.5%) for discriminating between HPV associ-
ated carcinoma and carcinoma lesion positive and
negative womens sera, making these two peptides excel-
lent tools for mass, rapid screening of large-scale female
populations at risk of developing cervical carcinoma.Materials and methods
Selecting peptide sequences to be synthesised. The L1-protein tri-
dimensional structure reported in the protein data bank (Accession
No. 1DZL) was analysed by GETAREA software to determine those
regions surface-exposed and solvent accessible by using a 1.4 A radio
probe [26]. Those L1-peptides presenting more than 30% of their se-
quence exposed to solvent according to the above-mentioned analysis,
including all the loops exposed on the top of the pentamer structure,
were tested against a positive or negative serum pool. One peptide
presenting less than 30% of its exposed surface was included in this
analysis as a negative control.
Peptide synthesis. 20-mer peptides, corresponding to HPV type 16
L1 [27], were synthesised by solid-phase multiple peptide system [28].
MBHA resin (0.7 mEq/g); t-Boc amino-acid, and low-high cleavage
techniques were used. Peptides were analysed by MALDI-TOF mass
spectrometry and reverse phase-high performance liquid chromatog-
raphy (RP-HPLC) (data not shown).
HPV-16 VLP production and purification. HPV16 virus-like parti-
cles (VLP-16) were produced in insect cells and purified by ultra-cen-
trifuging in CsCl gradients, according to a previously described
procedure [29]. Recombinant baculoviruses encoding HPV16 L1 pro-
tein were used for infecting SF21 cells at a multiplicity of infection
(MOI) of 20. Cells were harvested 4 days post-infection, and cyto-
plasmic and nuclear fractions were separated by Nonidet P-40 treat-
ment (0.5%), followed by centrifuging (10,000g, 15 min). CsCl gradient
fractions were collected and densities were determined by refractom-
etry. Fractions having a density of around 1272 g/cm3 were pooled in
1· PBS and ultra-centrifuged (4 C, 1 h, 130,400g). VLP assembly was
verified by electron microscopy.
Clinical specimens and patients. Cervical scrapes and blood samples
were obtained from 313 women aged 18–55, attending the Instituto
Nacional de Cancerologı́a. 148 of these 313 women presented abnor-
mal cytology, classified according to their diagnosis (underwent punch
biopsy under t guidance of colposcopy for histological evaluation) in
four groups: CIN I (n = 21), CIN II (n = 14), CIN III (n = 41), and
invasive cervical cancer (n = 70). One hundred and sixty-five age-
matched control women, who were cytologically normal, presenting no
evidence of ongoing HPV infection, randomly selected from women
attending the Gynaecological Outpatient Clinic of the Liga Colombi-
ana de Lucha contra el Cancer in Bogota taking part in its cervical
cancer surveillance programme were included in this study.
ELISA. 96-well ELISA-plates were coated with 1 lg of each L1-
peptide (10 lg/ml) or with 0.5 lg VLP-16 (5 lg/ml) diluted in PBS, at
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0.05% Tween 20 (PBS-T). Non-specific binding sites were blocked with
200 ll of 4% non-fat dried milk in PBS-T for 2 h at 37 C. After washing
as described above, 100 ll serum diluted 1:100 in blocking buffer was
added to the plate and further incubated for 1 h at 37 C. After washing,
peroxidase-conjugated rabbit anti-human IgG (VECTOR) was diluted
1:500 in blocking buffer and 100 ll was added to each well. The plates
were incubated for 1 h at 37 C. After washing, 100 ll peroxidase sub-
strate (TMBMRKPL) was added to the plates which were then read at
620 nm.The assaywas performedby triplicate and considered valid only
when the triplicates coefficient of variation was lower than 10%.
HPV DNA detection and typing. Cervical scrape samples from the
transformation zone of the cervix were collected for detecting
HR-HPV DNA. Cervical cells were suspended in PBS and stored at
20 C until DNA-testing. HPV detection was performed according to
previously described techniques [30]; each sample was tested with an
HPV generic primer-mediated PCR with GP5+ and GP6+ consensus
primers. Forty amplification cycles were carried out using a Perkin-
Elmer 9600 thermocycler. Each cycle included a denaturing step at
95 C for 1 min, one annealing step at 40 C for 1 min, and a chain
elongation step at 72 C for 1.5 min. The first step was preceded by a
denaturing step of 4 min and the last step was followed by a 10 min
elongation step. SiHa cell line dilutions containing 1–10 copies ofFig. 1. L1-peptides screening ELISA of cervical lesion patients sera. L1-pep
patients (black bars, positive) and a pool of 10 sera from normal cytology pa
using a serum pool at 1:100 dilution. VLP-16 was used as positive antigen cHPV16 (100 pg, 1 ng, and 10 ng) were used as positive control; distilled
water was used as negative PCR control.
PCR-amplified products were further tested in an HPV type-spe-
cific hybridisation assay of GP5+/GP6+ PCR products with HPV-16,
-18, -31, -33, -52, and -58 DNA-fragments [30–32]. HPV-X DNA in-
cluded all samples which had tested positive with the consensus
primers but were negative in HPV type-specific hybridisation assays.
Structural localisation of 18283 and 18294 peptides. Based on the
previously determined HPV 16 L1 tridimensional structure by X-ray
crystallography [25,33] (Protein Data Bank Accession No. 1DZL),
18283 and 18294 localisation on these molecules was established using
Molecular Simulation (San Diego CA) Insight II software.Results
L1-peptides recognised by IgG antibodies from cervical
lesion patients sera
Ten sera from CIN II/III patients (positive) and ten
sera from womens normal cytology (negative) weretides were tested in ELISA against a pool of ten sera from CIN II/III
tients (white bars, negative). Optical densities (ODs) were obtained by
ontrol. Each peptides sequence appears in the left-hand column.
Table 1
Peptide 10283 and 18294 seropositivity regarding status disease
Diagnosis No. of positive responder (%)
Peptide 18283 Peptide 18294 VLP-16
Normal (n = 165) 4(2.4) 6 (3.6) 3 (1.8)
CIN I (n = 23) 22(96) 21(91) 23(100)
CIN II (n = 14) 14(100) 10(71) 14(100)
CIN III (n = 41) 37(90) 34(83) 40(97)
ICC (n = 70) 69(99) 69(99) 70(100)
Patients were diagnosed by biopsy under guidance of colposcopy;
women classified as normal presented no cylogical alterations and
more than 85% of them were not HR-HPV infected. The percentage of
seropositive patients for 18283, 18294 or VLP-16 antigens appears in
brackets. Seropositive patients were defined by using mean ODs plus
two standard deviations for women having normal cytology.
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were tested against sequential synthetic peptides span-
ning the L1 protein from residues 35 to 394 by ELISA.
Peptides 18283 (55PNNNKILVPKVSGLQYRVFR74),
18286 (115VGISGHPLLNKLDDTENASAY135), and
18294 (275LYIKGSGSTANLASSNYFPT294) were spe-
cifically recognised by antibodies from the positive se-
rum pool but not antibodies from the negative serum
pool. Peptide 18283 and 18294 reactivity to these serum
pools was similar to VLPs (Fig. 1), thus being chosen to
be tested against 313 individual sera from both HPV-as-
sociated cervical lesion patients and womens normal
cytology sera (control sera) using VLP-16 antigen as po-
sitive control and peptide 18295 (295PSGSMVTSDAQ
IFNKPYWLQ314) as negative control (Fig. 1).
The increasingly ordered optical densities (ODs) ob-
tained in ELISA for each serum tested against peptides
18283, 18294, 18295 and against VLP-16 showed that
the ODs obtained by peptides 18283 and 18294 against
HPV-associated cervical lesion patient sera were signifi-
cantly higher than those against womens normal cytol-
ogy sera and comparable to ODs obtained by using
VLP-16. On the contrary, the ODs obtained by using
peptide 18295 sera were lower than 0.2 (Fig. 2).
Peptides 18283 and 18294 presented similar mean
ODs with values of around 0.4 against HPV-associated
cervical lesion patients sera and 0.16 against control
sera; these values were slightly lower than those ob-Fig. 2. ELISA results for peptides 18283 and 18294 against 313 patients sera
and 18294 (B), using VLP-16 as positive antigen control (C) and peptide 18295
the ODs obtained by using sera obtained from cervical lesion or cervical can
serum was tested in triplicate and the mean value is represented in this figuretained with VLP-16 (mean ODs 0.6 and 0.19, respec-
tively) but higher than those obtained with peptide
18295 (mean ODs 0.10 and 0.06, respectively). There
were no differences in mean ODs obtained by peptides
18283, 18294 or VLP-16 in the sera obtained from pa-
tients having different disease status (CIN I, II, and III
and cervical cancer) (Table 1).
Patient sera presenting ODs higher than or lower
than the mean ODs obtained with control sera plus
two standard deviations (2 SD) were considered to be
seropositive or seronegative, respectively, for peptides
18283 and 18294 or VLP-16. This analysis showed that. Each patients serum was tested in ELISA against peptides 18283 (A),
as negative antigen control (D). Black points and grey points represent
cer patients and using normal cytology patient sera, respectively. Each
; the standard deviation was always lower than 10% of the mean value.
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tive by using peptides 18283, 18294 or VLP-16 respec-
tively. On the contrary, 96%, 91% or 99% of the
HPV-associated cervical lesion patients sera were sero-
positive by using peptides 18283, 18294 or VLP-16,
respectively, the CIN III patients sera presenting the
lower seropositivity with the three antigens used here
(18283, 18294 or VLP-16) (Table 1).
The sensitivity and the specificity were calculated by
choosing different cut-off points, where the cut-off point
was mean OD plus 2SD, sensitivity was 97–99% and 92–
95% for 18283 and 18294, respectively, and specificity
was 89–95% for both peptides when distinguishing be-
tween cervical lesion or cervical cancer patients and wo-
men with normal cytology (Table 2).
Comparing ELISA results and HPV DNA detected in
these patients
Cervical samples from 104 out of the HPV-associated
cervical lesion patients and 141 of the normal cytology
women were tested for identifying HR-HPV DNA.
HPV-16 DNA was detected in 23 patients; 19 belonging
to patients diagnosed as having cervical lesions or cervi-
cal cancer and four belonging to women with normal
cytology. The ELISA results showed that 19, 21, and
23 of the HPV-16 patients sera were seropositive by
using 18283, 18294, and VLP-16, respectively; two of
the 18283 seropositive and one of the 18294 seropositive
sera belonged to normal cytology women, suggesting
that this last group of women are probably infected by
HPV in spite of presenting normal cytology.
HPV-18 DNA was found in two patients, one from
the patients diagnosed with invasive cervical cancer
and seropositive for peptides 18283 and 18294; another
belonging to the normal cytology womens group, being
seronegative for peptides 18283 and 18294. HR-HPV-52
was found in one patient, belonging to normal cytology
women and seronegative for peptides 18283, 18294, and
VLP-16. HR-HPV DNA was found in 66 patients but
they could not be specifically typed; these were named
HPV-X. Forty-seven of these HPV-X patients were
from the cervical lesion patient group, 46, 44, and 46
of them being seropositive for peptide 18283, 18294
and VLP-16, respectively. The other 19 women belongedTable 2
Serological test for cervical lesion determination
Cut off point Sensitivity
Peptide 18283 Peptide 18294 VLP
Mean + 2 SD 97.30 92.57 99.3
Percent 90 99.32 95.27 99.3
Percent 95 97.30 91.89 97.9
The sensitivity and the specificity of peptides 18283, 18294 or VLPs for discri
were calculated, choosing different cut off points, including percentile 90% ato the normal cytology group; all of them being seroneg-
ative for peptides 18283 and 18294 or VLP-16. HR-HPV
DNA was not detected in the 153 women with normal
cytology (negative).
Structural localisation of peptides 18283 and 18294
Peptides 18283 and 18294 were determined by GET-
AREA software as being exposed on the HPV-16 L1
VLP surface and, according to the 3D structure reported
by Chen et al. [25], they are forming part of the C
b-strand and the B–C, F–G loops (Fig. 3B). The frontal
view shows that they are neighbours in the L1 assembled
pentamer (Figs. 3C and D).Discussion
Persistent HR-HPV-infection is responsible for cervi-
cal intraepithelial lesions and cervical cancer; such per-
sistent infection induces IgG antibodies, of interest in
this work being the L1-capsid protein. There is evidence
that the presence of these antibodies is an indicator of
the risk of acquiring cervical lesions and cervical cancer.
Although the majority of the epitopes recognised by
these antibodies seemed to be conformational, several
works using peptides have successfully allowed linear
epitopes to be identified [8,9,24,34,35]. Even the nona-
peptide (IHSMNSTIL) from L1-protein is capable of
discriminating between HR-HPV and LR-HPV infected
women diagnosed as having low grade squamous intra-
epithelial lesions (LSIL) [25]. However, our peptide
18299 tested in this work, containing part of this
nona-peptide sequence, did not react with the positive
serum pool; it could be that the differences in sequences
altered peptide-reactivity against serum antibody or that
this peptide was split into peptides 18299 and 18300, and
the resulting reactivity was conformational, more than
sequential.
Peptides from L1-regions which were exposed or not
to the solvent, according to the GETAREA algorithm
and their X-ray structure, were tested in this work
against a pool of CIN II/III patients sera, using normal
cytology patients sera as control. Peptides 18283 (55PN
NNKILVPKVSGLQYRVFR74), 18286 (115VGISGHSpecificity
-16 Peptide 18283 Peptide 18294 VLP-16
2 94.55 95.15 91.52
2 89.70 89.70 90.30
7 95.15 95.15 95.15
minating between cervical lesion or cervical cancer and normal women
nd 95% for determining the seropositive patients.
Fig. 3. L1-pentamer localisation of peptides 18283 and 18294. The pentamer structure based on previously reported pentamer model coordinates
(Protein Data Bank Accession No. code 1l0t) was built using Insight II (2000) Biopolymer module software (Accelrys Software, USA) run on an
Indigo 2 Station (Silicon Graphics). Peptide 18283 (in red) and 18294 (in yellow) sequences were located on this structure, showing that part of the
peptide sequences were surface-exposed on the pentamer and accessible for interacting with antibodies. (A) The VLP electron microscopy at 39.000·
magnification. (B) The localisation of peptides 18283 and 18294 on the L1 structure. The main loops are shown and named according to the L1
structure reported by Chen et al. [25]. (C) A top view of the interacting face of the pentamer and (D) a lateral view of the spike pentamer, clearly
showing that both peptide sequences are solvent exposed.
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STANLASSNYFPT294) were specifically recognised by
antibodies present in a pool of CIN II/III patients sera;
these three peptides presented 35–50% of their surface
exposed to the solvent in the L1-tridimensional structure
(Figs. 3C and D). Taking into account that 18283 and
18294 present reactivity similar to VLP-16, they were
chosen to be tested against the 313 humans sera; using
VLP-16 as positive antigen control and peptide 18295
(295PSGSMVTSDAQIFNKPYWLQ314) as negative
antigen control (this peptide is not exposed in the L1-tri-
dimensional structure). Parts of peptide 18283 and
18294 sequences were highly conserved even in LR-
HPV, but other parts of these sequences were variable.
We have previously reported that peptide 18283 and
18294 sequences that bind with high affinity to HPV-in-
fection susceptible cells (VERO and HeLa cells) are
capable of blocking VLP-binding to these cells and are
involved in HPV-attachment to host cells [36], contain
epitopes recognised by antibodies from HPV-infected
patient sera, and are the target for neutralising anti-bodies [37,38]. Most 18283 and 18294 peptide amino
acids are surface-exposed not only in the L1-structure
but also in the reported pentamer structure (Figs. 3C
and D) [25,33]. The most prominent region of the spike
pentamer is formed by peptide 18294 FG-loop and part
of the 18283 sequence is exposed not only at the top of
the spike (very close to peptide 18294) but also at the
side of the pentamer spike. This indicates that part of
the 18283 and 18294 sequences are accessible on the
virus surface, very probably allowing antibodies to
interact with these peptide regions (Figs. 3C and D).
In fact, it has been reported that part of these peptide
sequences or peptide analogue sequences are more fre-
quently recognised by patients suffering from cervical le-
sions (CIN I to CIN III) and patients with cervical
cancer [8,34,35]; part of these sequences are also recog-
nised by neutralising antibodies and antibodies induced
by immunisation with VLPs [37,38].
There were no differences in mean ODs and the num-
ber of positive responses regarding disease status sug-
gested that most people exposed to HR-HPV
230 M. Urquiza et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications 332 (2005) 224–232recognised the epitopes present in 18283 and 18294. The
lower reactivity than with VLP-16 could have been due
to there being more epitopes inducing antibodies in
VLP-16 (perhaps peptide 18286), including conforma-
tional ones, or antibody affinity differences being higher
for VLP-16 than for peptides 18283 and 18294.
18283 and 18294 reactivity with IgG from cervical le-
sion or cervical cancer patients sera was higher than
with IgG from control sera. There was 97–99% and
92–95% sensitivity for 18283 and 18294, respectively,
by choosing a different cut-off point; specificity was
89–95% for both peptides when distinguishing between
cervical lesion or cervical cancer patients and normal
cytology women; results were very similar to VLP-16
(Table 3).
HR-HPV DNA could not be identified in 32 out of
the 143 patients suffering from cervical lesions or cervi-
cal cancer (22%); 26 of the 165 control patients were de-
tected as having HR-HPV DNA (16%). As a
consequence of the HPV DNA detection methods sen-
sitivity and specificity, some HR-HPV DNA negative
control patients who could have recently acquired
HPV-infection did not present visible epithelial lesions
or simply the cervical lesions were not detected by cytol-
ogy. On the other hand, more than 90% of the HR-HPV
infected patients, suffering from CIN I, CIN II, CIN III
or cervical cancer were seropositive for peptides 18283
and 18294. On the contrary, only 11% and 15% HR-
HPV infected control patients were seropositive; this
indicates that HR-HPV-infection induced antibody
recognised peptide 18283 and 18284, and that the major-
ity (around 85%) of the HR-HPV infected control wo-
men did not present detectable anti-18283 or 18294
antibodies. This could probably have been because the
infection was very recently acquired or in part because
these control patients were infected with HPV-types very
different to HPV-16 (18283 and 18294 sequences belong
to HPV type 16).
Peptides have been useful for discriminating between
HR-HPV infected patients suffering from cervical lesions
and LR-HPV infected patients or normal cytology pa-Table 3
Comparing HPV DNA detection, and peptide 18283 and 18294 serological
DNA-type detected (n) No. of seropositive women
Cervical lesion patients
Peptide 18283 Peptide 18294
HPV-16 (n = 23) 17 20
HPV-18 (n = 2) 1 1
HPV-52 (n = 1) 0 0
HPV-X (n = 66) 46 44
Negative (n = 153) 31 28
A HPV DNA fragment was amplified by using GP5+/GP6+ primers as descr
with HPV-16, -18, -52, -54, -56, -59, -67, -81, and -90 DNA-fragments. HPV-X
but did not hybrdise with specific primers. Seropositive are those women sho
described.tients; however, peptides 18283 and 18294 presented a
higher sensitivity and specificity than the previously
reported peptides, perhaps as a consequence of the se-
quences of both peptides being exposed on the top not
only in the L1-structure but also in the pentamer struc-
ture and these two peptides are longer than most previ-
ously reported peptides (Figs. 3C and D), allowing
higher and wider area for interacting with the antibodies.
Peptides 18283 and 18294 thus represent powerful
tools for discriminating between patients suffering from
cervical lesions and cervical carcinoma associated with
HPV and women having normal cytology. All these data
also suggest that detecting anti-peptide 18283 and 18294
antibodies in all womens sera was associated with the
presence of past or present HR-HPV infection and the
presence of HR-HPV-associated cervical lesions.
The sensitivity of these peptides was higher than that
reported by cytology (50–70%) and it was comparable to
DNA-detection techniques; moreover, the specificity
was comparable to the cytology and DNA-detection
techniques, allowing the use of this peptide-based
ELISA in low resource settings to be considered for
mass HPV-infection screening. The study was carried
out on a large population of women, adding consider-
able statistical power to the test.
The fact that both synthetic peptides showed very
similar reactivity by ELISA with purified VLP-16 of-
fers a greater advantage for HPV-associated cervical
carcinoma lesions than VLP-16, due to the inherent
difficulties in producing large amounts of these purified
virus-like particles, their biological instability, the need
for a cold chain to preserve them properly, batch-to-
batch variability, etc. These problems are not present
in synthetic peptides.
Peptides 18283 and 18294 can be synthesised in kilo-
gram amounts (as previously done with our SPf-66 syn-
thetic malaria vaccine), their synthesis and production
can be monitored step-by-step following good manufac-
turing procedures (GMP), their reproductibility from
batch to batch can be assessed very accurately by meth-
odologies such as HPLC, mass spectroscopy (MS),results
Normal cytology women
VLP-16 Peptide 18283 Peptide 18294 VLP-16
19 2 1 4
1 0 0 1
0 0 0 0
46 0 0 0
36 0 1 4
ibed in Materials and methods. The amplified fragment was hybridised
patients were those whose samples amplified with the generic primers
wing reactivity with the corresponding peptides or VLPs as previously
M. Urquiza et al. / Biochemical and Biophysical Research Communications 332 (2005) 224–232 231circular dichroism (CD), amino acid sequencing, and
even nuclear magnetic resonance (NMR). Freeze-dried
synthetic peptides (or even in solution) are very stable
over long periods of time (years and even decades) and
therefore do not require a cold chain. Last, but not least,
synthetic peptides are very cheap to produce.
Due to the simplicity of the ELISA test and its world-
wide use, linked to the specificity and sensitivity of these
two peptides in recognising precancerous and cervical
cancer patients, these two peptides represent excellent
tools for use in mass, rapid, cheap, reliable, large-scale
screening of women populations at risk of developing
cervical carcinoma.References
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a b s t r a c t
Anti-human papillomavirus (HPV) antibody detection is promising technique for detecting
women at risk of suffering cervical cancer, since potentially oncogenic, persistent, long-
term HPV-infections elicit an antibody response which is rarely detected in transitory HPV-
infection patients. We have identified a non-variable C-terminus L1-peptide, belonging to an
a-helix surface exposed on L1-protein, specifically recognized by antibodies from HPV-
associated cervical lesion patients. This peptide tested against 313 sera presented higher
reactivity with antibodies from cervical cancer (OD mean 0.43  0.13) or cervical lesion
patients (OD mean 0.41  0.17) than antibodies from normal cytology patients (OD mean
0.17  0.03). High-risk HPV-infected patients presented higher antibody reactivity (OD mean
0.36  0.17) than high-risk HPV-non-infected patients (OD mean 0.22  0.11). This peptide
showed 88.36% sensitivity, 99.39% specificity and 94.21% correct classification of high risk-
HPV cervical lesion or cervical cancer patients. This peptide should be taken into account for
designing serological screening or diagnostic tests for use in a clinical scenario.
# 2008 Published by Elsevier Inc.
avai lab le at www.sc iencedi rec t .com



















Cervical cancer is caused by a high-risk human papillomavirus
(HPV)-infection [1,18,21] which could be prevented by early
identification of HPV-infected pre-cancerous cervical lesion
patients by using effective screening programs such as the
Papanicolaou test. This screening program has dramatically
diminished cervical cancer mortality rate in developed world
[15]. However, incidence of cervical cancer mortality has not
become diminished in developing countries partly due to social
reasons and difficulties in Papanicolaou test application. Taking
into account that there are no HPV-negative cervical carcino-
mas, identifying cervical lesion HPV-infected patients has led to* Corresponding author at: Fundation Instituto de Inmunologı́a de Col
Colombia. Tel.: +57 1 4815269/4815219; fax: +57 1 3244672x108.
E-mail address: mauricio_urquiza@fidic.org.co (M. Urquiza).
0196-9781/$ – see front matter # 2008 Published by Elsevier Inc.
doi:10.1016/j.peptides.2008.01.003
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women having human papillomavirus-associated cervical lesions, Perecognizing the group at risk of suffering cervical cancer [15,20].
However, DNA-identification in cervical lesion patients suffers
two main drawbacks: the cost of mass application in these
countries and relatively low specificity, since most HPV-
infected people resolve the infection themselves. A cheap,
reliable test for detecting women at risk of developing cervical
cancer would be necessary in these countries. In such a way,
anti-HPV antibody detection seems to be promising, since
potentially oncogenic, persistent, long-term HPV-infections
elicit an antibody response could be detected by using VLPs or
peptides from HPV proteins [3,14,16,22]. Anti-VLP antibody
response is stable in time, related to persistent infection, viral
load and neoplasic lesion development; this antibody response
is rarely detected in transient HPV-infection patientsombia, Universidad Nacional de Colombia, Cra 50 # 26-00, Bogota,






















































































































[9,10,14,19]. Prospective studies have shown that 70–90% HPV-
infected women become seroconverted 6–18 months after HPV-
DNA has been detected and that this rarely occurs in patients
having transient HPV-DNA [6,19,23]. Moreover, an optimized
VLP-based ELISA test has been recently reported showing 93%
sensitivity and 98.5% specificity for discriminating between
positive and negative control sera [14]. The majority of B-cell
epitopes recognized by anti-HPV antibodies are located in L1
protein [20], probably because 96% of the HPV-capsid is
composed of this protein [8,17]. Some of these epitopes have
been identified by using peptides, for example the
473GLAKPKFTLGKKATPTTS491 peptide is specifically recognized
by sera from 91% of HPV-16 infected patients, 24% of children
and 66% of HPV-16 negative patients having cervical lesions [7];
the nona-peptide (391IHSMNSTIL399) iscapableofdiscriminating
between HR-HPV and LR-HPV infected women diagnosed as
having low grade squamous intraepithelial lesions (LSIL) [22];
some phage displayed peptides which are specifically recog-
nized by antibodies present in HPV-infected patient sera [24];
peptides 18283 55PNNNKILVPKVSGLQYRVFR74 and 18294
275LYIKGSGSTANLASSNYFPT294 which are specifically recog-
nized by antibodies from cervical lesion patient sera, showing
92–97% sensitivity and 89–95% specificity in recognizing
precancerous and cervical cancer patients [29]. Parts of the
sequences have been recognized by antibodies from HPV-
infected patient sera and by neutralizing antibodies [2,5,26].
However, it has not taken into account the variability of amino
acid sequence and the position of these epitopes in L1-structure
and/or the capside model for identifying L1 B-cell epitopes
recognized by HPV-induced antibodies during a natural infec-
tion. This is very important because of antigenicity; conse-
quently, these epitopes’ specificity and sensitivity for
identifying HPV-infected females having cervical lesions
depends on both variability and position. Most non-surface-
exposed regions and/or non-variable regions display lower
immunogenecity than most surface-exposed and/or variable
regions.
In this article we have reported the identification of a highly
conserved surface exposed L1-protein region specifically
recognized by serum antibodies from HPV-infected patients
suffering cervical lesions.
2. Materials and methods
2.1. Peptide synthesis
20-mer peptides, corresponding to the HPV type 16 L1
sequence [25], were synthesized by solid-phase multiple
peptide system [11]. MBHA resin (0.7 meq/g) and t-Boc
amino-acid, and low-high cleavage techniques were used.
Peptides were analyzed by MALDI-TOF mass spectrometry and
reverse phase-high performance liquid chromatography (RP-
HPLC) (data not shown).
2.2. HPV-16 VLP production and purification
HPV16 virus-like particles (VLP-16) were produced in insect
cells and purified by ultra-centrifuging in CsCl gradients,
according to a previously described procedure [28]. Recombi-Please cite this article in press as: Urquiza M, et al., A non-variable








nant baculoviruses encoding HPV16 L1 protein were used for
infecting SF21 cells at a multiplicity of infection (MOI) of 20.
Cells were harvested 4 days post-infection and cytoplasmic
and nuclear fractions were separated by Nonidet P-40
treatment (0.5%), followed by centrifuging (10,000  g,
15 min). CsCl gradient fractions were collected and densities
determined by refractometry. Fractions having a density of
around 1272 g/cm3 were pooled in 1 PBS and ultra-centri-
fuged (4 8C, 1 h, 130,400  g). VLP assembly was verified by
electron microscopy.
2.3. Clinical specimens and patients
Cervical scrapes and blood samples were obtained from 313
women aged 18–55, attending the Instituto Nacional de
Cancerologı́a. One hundred forty eight of these 313 women
presented abnormal cytology, classified according to their
diagnosis (they underwent punch biopsy under guidance of
colposcopy for histological evaluation) in four groups: CIN I
(n = 21), CIN II (n = 14), CIN III (n = 41), and invasive cervical
cancer (n = 70). One hundred sixty five age-matched control
women having normal cytology, presenting no evidence of
ongoing HPV infection, randomly selected from women
attending the Gynaecological Outpatient Clinic of the Liga
Colombiana de Lucha contra el Cancer in Bogota taking part in
its cervical cancer surveillance programme were included in
this study as controls.
2.4. ELISA
96-well ELISA-plates were coated with 1 mg of each L1-peptide
(10 mg/ml) or 0.5 mg VLP-16 (5 mg/ml) diluted in PBS, at 4 8C
overnight. Plates were then washed four times with PBS
containing 0.05% Tween 20 (PBS-T). Non-specific binding sites
were blocked with 200 ml 4% non-fat dry milk in PBS-T for 2 h
at 37 8C. After washing as described above, 100 ml serum
diluted 1:100 in blocking buffer were added to the plate and
further incubated for 1 h at 37 8C. After washing, peroxidase-
conjugated rabbit anti-human IgG (VECTOR) was diluted 1:500
in blocking buffer and 100 ml was added to each well. The
plates were incubated for 1 h at 37 8C. After washing, 100 ml
peroxidase substrate (TMBMR KPL) was added to the plates
which were then read optical density (OD) at 620 nm. The
assay was performed by triplicate and considered valid only
when the triplicates’ coefficient of variation was lower than
10%.
2.5. HPV-DNA detection and typing
Cervical scrape samples from the transformation zone of the
cervix were collected for detecting HR-HPV-DNA. Cervical cells
were suspended in PBS and stored at 20 8C until DNA-testing.
HPV detection was performed according to previously
described techniques [12,13] each sample was tested with
an HPV generic primer-mediated PCR with GP5+ and GP6+
consensus primers. Forty amplification cycles were carried out
using a Perkin-Elmer 9600 thermocycler. Each cycle included a
denaturing step at 95 8C for 1 min, one annealing step at 40 8C
for 1 min and a chain elongation step at 72 8C for 1.5 min. The



































































Table 1 – Mean peptide 18301 seroreactivity to different
groups of patients
Peptide 18301 VLPs-16
Normal 0.172  0.030 0.187  0.035
Lesion (CIN I–II–III) 0.405  0.171 0.623  0.202
Cervical cancer 0.427  0.133 0.610  0.162
Total 0.286  0.162 0.389  0.250
p e p t i d e s x x x ( 2 0 0 8 ) x x x – x x x 3
PEP 67317 1–6R
E
last step was followed by a 10 min elongation step. SiHa cell
line dilutions containing 1–10 copies of HPV16 (100 pg, 1 and
10 ng) were used as positive control; distilled water was used
as negative PCR control. PCR-amplified products were further
tested in an HPV type-specific hybridization assay of GP5+/
GP6+ PCR products with HPV-16, -18, -31, -33, -52, and -58 DNA-
fragments. All samples which had tested positive with the
consensus primers but were negative in HPV type-specific
hybridization assays were named HPV-X DNA.
2.6. Statistical analysis
STATA 9 software was used for statistical analysis and Student
t-test and one-way ANOVA for comparing groups. A 0.05
significance level was used in all tests. Correlation–concor-
dance analysis was performed using Lin correlation–concor-
dance test (LR), bias correction factor and Brand & Almant
agreement limits. The best cut-off point was determined by
estimating the highest LR. The serological test’s discrimina-
tory ability was analyzed by using ROC curves. Sensitivity and
specificity were also estimated by considering the best cut-off
point. The Chi2 test was used for comparing ROC curves.
3. Results
We were interested into identifying B-cell epitopes that could
be used for detecting HPV-infected females having cervical
lesions; in this way, C-terminus region from L1 protein is
important because its amino acid sequence is not as variable
as other exposed regions because is involved in connecting
pentamers on the virus particle; therefore its antigenicity
could be different to these other exposed regions. Thus
peptides covering the C-terminus from L1-protein were
synthesized; these peptides were tested against human sera
from normal cytology and HPV-associated cervical lesion
patients. Ten CIN II/III patient sera (positive) and 10 women’s
normal cytology sera (negative) were used for preparing 2





Fig. 1 – C-terminus L1-protein peptide seroreactivity. C-terminu
from CIN II/III patients (black bars) and a pool of 10 sera from n
were obtained by using a serum pool at 1/100 dilution. VLP type 1
control and 18295 as a negative antigen control. Peptide sequen
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Ftial synthetic peptides spanning the L1-protein C-terminusregion from residues 415 to 494 by ELISA compared to
previously identified peptides 18283 and 18294 and using
peptide 18295 as negative control. Peptide 18301 was speci-
fically recognized by antibodies from CIN II/III patient sera but
not antibodies from women’s normal cytology sera, in a
similar way to VLPs (Fig. 1). Peptide 18301 was tested against
313 sera from a previously characterized collection of both
HPV-associated cervical lesion patients and normal cytology
women using VLP-16 as positive control and peptide 18295 as
negative control. Peptide 18301 generally presented higher
reactivity with antibodies from cervical cancer (OD mean
0.43  0.13) or cervical lesion patients (OD mean 0.41  0.17)
than antibodies from normal cytology patients (OD mean
0.17  0.03) (F = 198.4 [2.308], P = 0.000), comparable with these
antibodies’ reactivity with VLPs (Table 1). There was no
significant difference in seroreactivity amongst the different
status diseases (Scheffe post hoc comparison, P = 0.48). HPV-
infection determined in normal cytology, cervical cancer and
cervical lesion patients showed that high-risk HPV-infected
patients presented statistically higher mean antibody reac-
tivity with peptide 18301 (OD mean 0.36  0.17) than non-
infected patients (OD mean 0.22  0.11) (t = 7.7, P = 0.000), in
all the analyzed patients; such difference was more notorious
when using VLP-16 as antigen (Table 2). Peptide 18301
seroreactivity in HPV-16 infected patients, having HPV-
associated lesions was similar to seroreactivity in a group of
patients having HPV-associated lesion infected with another
HR-HPV (HPV-X) displaying a mean seroreactivity between
0.36 and 0.38 in both groups (Table 3).s L1 peptides were tested in ELISA against a pool of 10 sera
ormal cytology patients (white bars). Optical densities (OD)
6, peptides 18283 and 18294 were used as positive antigen
ces appear in the left-hand column.























































Table 2 – Peptide 18301 seroreactivity to HR-HPV-
infected or non-HR-HPV-infected patients
HR-HPV-infected Peptide 18301 VLPs-16
Negative 0.216  0.114 0.275  0.208
Positive 0.357  0.172 0.504  0.245
Total 0.270  0.154 0.362  0.249
Table 3 – Peptide 18301 seroreactivity to HR-HPV infected
patients
HR-HPV-type Peptide 18301 VLPs-16
HPV-16 0.376  0.136 0.557  0.195
HPV-Xa 0.379  0.182 0.530  0.248
Total 0.357  0.172 0.504  0.245
a HPV-X are women infected with HR-HPV different to HPV-16, 18,
31, 33, 52 and 58.
p e p t i d e s x x x ( 2 0 0 8 ) x x x – x x x4
PEP 67317 1–6Lin correlation–concordance coefficient was determined by
using the ELISA results obtained with this serum collection for
determining the relationship between antibody reactivity with
VLPs and peptide 18301; this presented a value of 0.74 (C.I. 95%:
0.7–0.77). Additional agreement measurements were also
calculated: bias correction factor was 0.81 and agreement
limits (Bland & Altman) were 0.35 to 0.14.
ROC curve analysis was done for determining the best cut-
off point for discriminating seropositive and seronegative
patients; the area under ROC curve for peptide 18301 was
0.985; comparing VLPs and peptide 18301 ROC curves showed
that the area under ROC curves were not different (Chi2
[1] = 3.3, P = 0.07). VLP analysis using an OD = 0.327 cut-off
point gave 97.95% sensitivity, 99.39% specificity and 98.71%
correct classification.
The best cut-off point for peptide 18301, using a likelihood



























Fig. 2 – ROC curve for peptide 18301. OD obtained in the
ELISA assay using peptide 18301 tested against patients
having normal cytology serum (healthy patients) or
cervical lesion/cervical cancer serum patients (sick
patients) were used to build ROC curves and determining
cut-off points for classifying patients as having negative or
positive sera.
Please cite this article in press as: Urquiza M, et al., A non-variable








(Fig. 2). This cut-off point gave 88.36% sensitivity, 99.39%
specificity and 94.21% correct classification of cervical lesion
or cervical cancer patients and normal cytology patients.
4. Discussion
According to the results presented in this article by using this
previously characterized serum collection, peptide 18301 was
able to discriminate between HPV-infected women having
cervical lesions from non-HPV-infected women classified as
having normal cytology with high sensitivity and specificity. It
has previously been reported that peptides 426IACQKHTPPAP-
KEDPLKKYTFWEVNLK452 and 427ACQKHTPPAPKEDPLKKYT445,
containing part of 18301 sequence (shown in underlined) Q, are
recognized by monoclonal neutralizing antibodies and by
antibodies present in CIN and CIC patient sera having 73–100%
sensitivity, but with low and variable specificity [4,5,27]. The
higher sensitivity and specificity of peptide 18301 for detecting
HPV-infected women having cervical lesions could be because
much more epitopes are recognized by anti-HPV antibodies on
peptide 18301 than on these two previously reported peptides,
since these two peptides do not contain the most exposed and
the most conserved region, located in the N-terminus a-helix;
moreover, peptide 18301 display a greater exposed area for
interacting with antibodies since belongs to exposed a-helix
structure. Peptide 18301 sequence (415EDTYRFVTS-
QAIACQKHTPPA434) is conserved probably because is impli-
cated in assembling virus particle by connecting pentamers
via disulfur bridge [8,17].
It has also been determined that there were no significant
differences in seroreactivity among the different stages of
cervical lesions, suggesting that antibodies recognized by
peptide 18301 were induced before or during CIN I develop-
ment. Peptide 18301 seroreactivity was higher in HR-HPV
infected than in non HR-HPV infected specimens. It is probable
that 18301 anti-peptide antibodies recognize other HR-HPV
beside HPV-16, taking into account that there were no
differences between HPV-associated lesion specimens’ seror-
eactivity between HPV-16 infected and HR-infected patients’
sera (including HPV-16). This is supported by the fact that
peptide 18301 amino acid sequence is highly conserved among
HPV-types, accounting for more than 90% of worldwide
cervical cancer, showing amino acid identity between 62%
for HR-HPV 45 and 81% for HR-HPV52, having 71% average
homology as calculated by using LALIGN, CLUSTALW and
protein-protein BLAST (Fig. 3) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
blast/; http://expasy.org/tools/blast).
The Lin coefficient suggested suitable agreement between
VLP and peptide 18301 seroreactivity which was also sup-
ported by a bias correction factor closer to one. The limits of
agreement suggested that seroreactivity difference between
VLPs and 18301 were more related to higher VLP values than
peptide 18301 values. A serological test using peptide 18301 in
an experimental scenario showed that this test had good
discriminating performance for distinguishing HPV-asso-
ciated cervical lesion from normal cytology patients’ speci-
mens. This should be taken into account for designing
serological screening or diagnostic tests for use in a clinical



































































































Fig. 3 – Analysis of peptide 18301 amino acid sequences.
Peptide 18301 amino acid sequences were analyzed
amongst HR-HPV-types causing more than 90% cervical
cancer around the world, showing that peptide 18301
sequence is highly conserved. In A, % identity of amino
acid sequences of the HR-HPV types mentioned above. In
B, amino acids that did not change among these HPV-
types are underlined; amino acids that changed naturally
for similar physicochemical amino acids are shown in
bold.
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Running title: Increased biological activity of helix peptides from EBV gH 
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EBV: Epstein-Barr virus 
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GM-CSF: Granulocyte Monocyte Colony Stimulating Factor 
RP-HPLC: Phase-high Performance Liquid Chromatography  
CD: Circular Dichroism 
TFE: Toluene-Fullerene-Ethanol  
ΔH: Enthalpy change 
ΔS: Entropy change 
ΔG: Gibbs free energy change 
Abstract 
We tested the hypothesis that stabilizing α-helix of peptide 11438 from the Epstein-Barr virus gH-
protein used for binding human cells will increase its biological activity. Peptide 11438 displayed a non-
stable α-helix in aqueous solution that was unfolded on an entropy-driving process, despite the 
opposing effect of the enthalpy factor. Adding and/or changing some amino acids in peptide 11438 
allowed the design of analogous peptides 33207, 33208 and 33210 of which 33208 and 33210 displayed 
a higher helical content due to a decreased unfolding entropy change as was determined by AGADIR, 
molecular dynamics and circular-dichroism analysis. Peptides 33207, 33208 and 33210 displayed higher 
reactivity with anti-EBV antibodies and peptide 33207 induced antibodies with higher EBV-reactivity 
than peptide 11438 suggesting that epitopes on analogue peptide are more similar to native protein than 
epitopes on peptide 11438. Peptides 33207, 33208 and 33210 were able to inhibit EBV-invasion to 
Peripheral Blood Mononuclear cells. Peptide 33210 bound to normal T-lymphocytes and Raji cells 
stronger than peptide 11438 and induced apoptosis in monocytes and Raji cells but not in T-cells. GM-
CSF and IL-4 cultured monocytes treated with peptide 33210 showed 89.2% more CD14-positive cells 
than non-treated cells and higher than peptide 11438- or EBV-treated cells. These results suggest that 
peptide 11438 presented two regions: one that interacts with the antibodies (C-terminal) and the other 
with the cell receptor (helical-region). In conclusion peptide 11438 modifications allowed us to modulate 
its antigenicity, immunogenicity and biological activity and could help to understand the mechanism 
behind cell and gH-protein interactions. 
 
Key words: gH, entropy, antibody, configurational entropy, dendritic cells 
 
Epstein–Barr virus (EBV), one of the most common worldwide human viruses, is capable of inducing 
infectious mononucleosis (1)  and it has also been implicated in developing several malignant tumors, 
including nasopharyngeal carcinoma (2, 3), Burkitt’s lymphoma (4), and the X-associated 
lymphoproliferative disease (5). EBV is also critical in immune compromised patients receiving 
allografts or having acquired immune deficiency syndrome since it induces several diseases, sometimes 
leading to host death (6-8). EBV can infect monocytes, B-lymphocytes and epithelial cells mainly 
through EBV proteins gp350/220 and gp42/gp85/gp25 (gp42/gH/gL) complex which binds to host cell 
proteins CD21 (CR2), MHC class II and as-yet unidentified cell receptor (9-13). The gH protein can be 
used as an alternative EBV ligand in CD21 and MHC class II-negative epithelial cells and is actively 
involved in virus and cell membrane fusion (14-17). The gH protein is part of a heterodimer complex 
(gH/gL) which is highly expressed on EBV from B-cells and the heterotrimer complex (gH/gpL/gp42) 
which is highly expressed on EBV from epithelial cells (17). The trimer:dimer ratio is key for EBV cell 
tropism; EBV from B-cells tends to infect epithelial cells whereas EBV from epithelial cells efficiently 
infects B20 lymphocytes (18). EBV lacking the gH-containing complex or blocking with monoclonal 
antibody F-2-1, does not fuse with B-cells or bind to epithelial cells but does not affect EBV-binding to 
B-lymphocytes (14, 15, 18), indicating that gH is necessary for EBV-binding to epithelial cells. The 
interaction between the gH/gL and monocytes exposed to Granulocyte monocyte-colony stimulating 
factor (GM-CSF) and Interleukin-4 (IL4) delay down regulation of CD14 surface marker and induces 
proapoptotic activity inhibiting monocyte development to dendritic cells (19). It has been identified two 
gH protein regions involved in interaction with host cells; these regions specifically bind to host cells, 
inhibit EBV invasion of peripheral blood lymphocytes and peptides from these regions (11435 and 
11438) induce antibodies that inhibit EBV-invasion of PBMCs (20). However, the antibodies induced 
by these peptides presented low reactivity against EBV. These suggest that lower biological activity of 
peptides compared with the native protein is due to high configurational entropy. Modifications in 
amino acid sequences can diminish configurational peptide entropy by stabilizing its structure. The aim 
of this work was to increase the peptide’s biological activity by changing or adding some amino acids 
that diminish peptide’s entropy. 
 
Materials and Methods 
Peptide synthesis 
Peptides were synthesized by solid-phase multiple peptide system (21, 22). MBHA resin (0.7 meq/g); 
t-Boc amino-acid, and low-high cleavage techniques were used. Peptides were analyzed by MALDI-




Helical content of peptides were calculated using the prediction algorithm developed by Serrano’s group 
(AGADIR) with an amide group at the C-terminal and a acetyl group at the N-terminal region. The 
conditions used were: Temperature at 278°K, ionic strength 0.1 and pH 7.0 (23). 
 
Circular Dichroism analysis (CD) 
CD spectra were made for peptides 11438, 33207, 33208 and 33210 to estimate α-helix content 
percentage and stability. Samples of 100 µM peptide concentration were prepared in aqueous 30% TFE 
solution. CD spectra were taken on a 1 cm long quartz cell on a Jasco J-810 thermostated 
spectrophotometer (24). CD spectra resulted from the average of four scans obtained by collecting data 
at 0.1-nm intervals from 260 to 190 nm at 20°C. The α-helical content was estimated from the molar 
ellipticity at 222 nm by using the following equation: 
% α-helix = (-[Θ]222nm +3000)/39000 
where [Θ] is molar ellipticity (24). 
The thermodynamic analysis of an α-helix unfolding/folding transition was performed by Vant Hoff’s 
analysis. In brief, α-helix content percentage estimated from absorption at 222 nm, at different 
temperatures (T), lead to calculating affinity constants (K) for unfolding folding transition at these 
temperatures. The (1/T) vs Ln(K) curve gave a straight line in which, according to the following 
equation: 
Ln (K) = -ΔH/R(1/T) + ΔS/R 
the slope is unfold/fold transition enthalpy change over R-constant and the intercept is unfold/fold 
transition entropy change over R-constant. 
 
Modeling and molecular dynamics of peptides 
The peptide helices were built using the program QUANTA based on primary sequence using the helical 
angles phi -60 and -50 psi, the side chains were accommodated by using the Karplus rotamer in order to 
reduce high-energy interactions that destabilized the model. These molecules were submerged in a water 
box containing 11x11x16 water molecules. Then 5000 steps of minimization were performed by steepest 
descendent at an initial temperature 100°K and then increased to reach the final temperature of 310°K. 
The molecular dynamics was ran a constant temperature, pressure and number of molecules, using the 
program CHARMM (http://www.charmm.org), the unfolding of the peptide was followed by molecular 
dynamics during 200,000 steps of 0.01ps each one. Data from energy, structure and trajectory were 
collected every 500 steps. The final analysis was based on the structure and number of Hydrogen bonds 
that were present in the peptide over a period of 100 ps by using distribution curves. 
 
Immunization protocol 
Two New Zealand rabbits were subcutaneously immunized with 500ug of peptide 11438, 332207, 
33208, 33210 or EBV plus 150 µg T-helper epitope FISEAIIHVLHSR (25), emulsified with 250 µl 
Freund’s complete adjuvant (500 µl final volume). Then rabbits were boosted on days 20, 40 and 60, 
with the same antigen dose but emulsified in Freund’s incomplete adjuvant. Blood was drawn 20 days 
after the second and third doses. 
 
Rabbit antibody isolation 
Rabbit sera were diluted four times with 60 mM acetate buffer (pH 4.0); the pH was raised to 4.5 by 
adding NaOH 0.1N. 25 µl/ml caprylic acid was added and stirred for 30 min. Samples were then 
centrifuged at 10,000 xg for 30 min, and the supernatant was separated. A 1/10 volume of 10X PBS was 
added to the obtained supernatant and the pH adjusted to 7.4 with NaOH 0.1N. The immunoglobulin 
fraction was precipitated with 0.35 g/ml ammonium sulfate overnight at 4°C. The pellet was separated 
at 5,000 xg for 15 min at 4°C and suspended in PBS. The immunoglobulin solution was extensively 
dialyzed with PBS. The isolated protein concentration was determined by the Bradford test (100–170 
µg/ml) and antibody activity by ELISA (26). 
 
Antibodies reactivity detected by ELISA 
96-well ELISA-plates were coated with peptides 11438, 33207, 33208 or 33210, at different 
concentrations (10 to 0.6 µg/ml) diluted in PBS and incubated overnight at 4°C. Plates were then washed 
four times with PBS containing 0.05% Tween 20 (PBS-T). Non-specific binding sites were blocked with 
200 µl 4% non-fat dry milk in PBS-T for 2 h at 37°C. After washing as described above, 100µl of rabbit 
sera serial dilution (1/100 a 1/51200) was added and incubated for one hour at 37°C. After washing, 
peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody (VECTOR) was diluted 1:5,000 in blocking buffer and 100 µl 
was added to each well. The plates were incubated for 1 h at 37°C. After washing, 100 µl peroxidase 
substrate (3,3’,5,5’- tetramethyl benzidine-SIGMA) was added to the plates. Reaction was stopped by 
adding H2SO4 0.1N and absorbance was read at 420nm. The assay was performed in triplicate and 
considered valid only when the triplicates’ coefficient of variation was lower than 10%. 
 
PCR-Amplification of EBV DNA 
EBV-containing supernatant used for EBV and B-lymphocyte interaction studies was obtained from the 
American-Type Culture Collection (ATCC Catalogue number VR-1492). DNA from normal PBMCs 
was obtained by phenol-chloroform extraction and ethanol precipitation. DNA was dissolved in 20 µl of 
TE buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA), 0.5 mg/ml final concentration (27). PCR was 
performed in 20 ul of reaction mixture containing 10 mM Tris-HCl (pH 8.3), 50mM KCl, 1.5mM 
MgCl2, and each of the following 200 µM deoxyribonucleotide triphosphate, 0.1–0.5 µg of template 
DNA, each primer at 0.5µM, and 1.0 unit of Taq polymerase. Previously reported primers (3) were 
used to specifically amplify EBV DNA: 5’- TTCATCACCGTCGCTGACT-3’ upstream sequence and 
5’-ACCGCTTACCACCTCCTCT-3’ downstream sequence. These primers specifically amplified a 
300-bp DNA fragment from EBV(+) cells (Raji or B95-8), but not EBV(-) cells (erythrocyte fraction, or 
HeLa cells). PCR conditions consisted of 35 cycles at 95 °C for 30 s, 55 °C for 30 s, and 72 °C for 30 s 
in a 9600 thermal cycler (PerkinElmer Life Sciences). The amplified fragment was separated on 2.0% 
agarose gels; the PCR product was visualized on a Molecular Imager FX (Bio-Rad). 
 
Peptide’s Binding assay 
PBMC from a normal donor and Raji and Ramos cell lines were incubated with peptides 11438, 33207, 
33208 or 33210 at different concentrations (1, 3 or 10uM) in FACS buffer (PBS, BSA 1%, Sodium 
azide 0,05%). After 1hour of incubation at 4°C, cells were washed and incubated with anti-peptide 
serum produced in rabbits at a 1/200 dilution for 40 minutes at 4°C. Only PBMCs were additionally 
stained with antibodies anti CD3-PerCP, CD19-PE and CD14-APC conjugated antibodies. Unbound 
antibodies were washed and cells were incubated with mouse anti-Rabbit IgG-FITC and Propidium 
iodide to exclude death cells. After 40 minutes of incubation, cells were washed and resuspended in 200 
µL of FACS buffer. Samples were run in a FACScan and data analysis was performed by using 
CellQuest software. To determine the peptide binding we calculated the mean fluorescence intensity 
ratio (MFIR) and percentage of binding was calculated based on 11438-peptide binding as 100%. This is 
the ratio of mean fluorescence of the cells incubated with the peptide and its anti peptide rabbit-serum 
divided by the mean fluorescence intensity of the cells incubated only with the anti peptide rabbit-
serum. 
 
Human Monocyte isolation 
PBMCs were obtained from healthy donor, collected in Heparin-treated sterile tubes by sedimentation 
on Ficoll-Hypaque gradients. PBMCs thus obtained were washed 3 times with RPMI-1640, spun at 
300xg for 7 min at room temperature. Cell count and viability was determined by trypan blue staining 
(GIBCO). 2x106 cells/ml were culture in RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated 
FBS, 100 U/ml penicillin, 100ug/ml streptomycin and were allowed to adhere to a 24 wells tissue culture 
plate for 4 hours at 37°C with 5% CO2 atmosphere. For removing non-adherent cells, confluent 
monolayers were washed once with RPMI 10% FBS. 
 
EBV infection 
EBV used for studies was obtained from the American Type Culture Collection (ATCC catalogue no. 
VR-1492). Confluent monolayers of cells were cultured with 7.2nM recombinant GM-CSF (Biosource) 
and 6.7nM recombinant IL4 (Biosource). These cells were culture in presence of 40µl of EBV (100X) or 
10.4µM of peptide (11438, 33207, 33208 or 33210) and incubated for 3 days at 37°C with 5% CO2 
atmosphere. Monocytes were harvested with PBS-EDTA 0.5nM by flushing three times and washed 
twice with PBS-EDTA 0.5nM, spun at 2,000 rpm for 5 min and stained with CD14-FITC conjugated 
(Pharmigen) 1/100 dilution for 20 minutes. Cells were washed once with PBS-EDTA 0.5mM and 
suspended in 200µl of PBS-EDTA. Fluorescence intensity was monitored with a FACScan flow 
cytometer (Becton Dickinson). 
 
Peptide’s cytotoxicity assay 
PBMC were culture with peptides 11438, 33207, 33208 or 33210 at different concentrations (1, 3 or 
10µM) in RPMI supplemented with FBS 10%. After 3 hours of incubation at 37°C, cells were washed 
and resuspended in Annexin buffer 1X, Annexin V FITC conjugated and PI for 30 minutes at 4°C. Then, 
cells were resuspended with additional 100µl of Annexin buffer 1X and run in a FACScan. 
 
Results 
Designing α-helix stable peptides derived from peptide 11438 by using AGADIR 
Peptide 11438 from EBV gH contains a host human cell binding sequence; this peptide is able to inhibit 
EBV-invasion of B-lymphocytes and to induce antibodies recognizing native protein; but its biological 
activity is lower than native protein. This peptide belongs to a protein region, which has been predicted 
having a high content of α-helix (28). The CD-spectrum of peptide 11438 dissolved in PBS with 30% 
TFE displayed two minimum adsorptions at 208 and 222 nm that is characteristic of α-helix (Fig 1B). 
The peptide’s helical content (determined by using absorption at 222 nm) increased from 5.02% to 
24.55% in 0% and 30% of TFE respectively (Table 1). This indicated that peptide 11438 tended to be 
an α-helix but this structure was not stable in aqueous solution and was easily distorted. 
The theoretical helical content calculated for peptide 11438 in pH 7.0, ionic strength 0.1 and at 278oK 
temperature was 0.83% by using the approach developed by Serrano’s group (AGADIR analysis) (21, 
29-31). N-terminal or C-terminal truncated peptides were analyzed by the same approach for 
determining the ability of each amino acid from peptide 11438 sequence to stabilize or distort the α-helix 
structure. It was found that peptide’s helical content was very low in part due to 4P and beta-branched 
residues 14VTMT17 that could distort the helix at the N-terminal and C-terminal region, respectively 
(data not shown). Taking into account this analysis, the 5NLKDMFSRA13 sequence was used as 
template for designing new peptides that in theory could display a higher helical content than native 
sequence. Three different groups of peptides were designed either by adding amino acids at the C-
terminal (Group 1), at the C-terminal after 13Ala (Group 2) or at the N-terminal before 5Asn (Group 3) 
for inducing one theoretical α-helix turn. Basic amino acids, Arg and Lys, were added at the C-terminal 
and acid amino acids Asp and Glu were added at the N-terminal to stabilize the α-helix dipole. 
Theoretical saline bridges were added at the N-terminal (Lys and Asp) or C-terminal (Arg and Glu). The 
designed peptide sequences having the highest calculated percentage of helical content appear in Figure 
1A. Only one peptide sequence from each group was selected for synthesis. These were 
NLKDMFSRAVTMTAASRKRAE (named peptide 33207); FVFNLKDMFSRANRKRKA, (named 
33210) and MEDDYNLKDMFSRAVTM (named peptide 33208), were selected from the first, second 
and third group respectively. 
 
Determination of helical content in peptides 11438 and its analogue peptides 33207, 33208 and 
33210 by Circular Dichroism 
Peptides 11438, 33207, 33208 and 33210 were synthesized and analyzed by CD in 0%, 5% and 30% 
TFE at 25oC; the helical content was determined by using absorption at 222 nm. The three analyzed 
peptides increased helical content in line with increased TFE-concentration. Peptides 33208 and 33210 
displayed a higher helical content than peptide 11438 in 0, 5 and 30% TFE. On the contrary peptide 
33207 presented a lower helical content than native peptide 11438 (Table 1). The 222 nm absorption in 
CD-spectra at different temperatures was used for determining equilibrium constants (Ke) of 
folding/unfolding reaction considering two-state transition; the unfold stage is a random peptide 
conformation and fold stage α-helix peptide conformation. ΔG of folding-unfolding was determined from 
ΔG = -R·T·Ln(Ke); ΔH and ΔS of folding/unfolding reaction were determined from Ke at different 
temperatures by using Van Hoff’s equation (Table 2). Helical content for these four peptides varied 
linearly in the studied temperature range, having square linear correlation coefficients between 0.90 and 
0.99, displaying a negative slope and thereby showing that the α-helix in these peptides unfolded when 
temperature was increased. Ln(K) vs 1/T curve for these three peptides displayed negative slopes with 
square linear correlation coefficients between 0.94 and 0.99 supporting Van Hoff’s analysis (Table 2). 
Most of the molecules or the sequence of these four peptides tend to stay in an unfolded state (random 
conformation), according to ΔG determined above, but the helical content and the stability of the helix of 
peptide 33208 (ΔG = -1.02 KJ/mol) and 33210 (ΔG = -2.40 KJ/mol) was higher than peptide 11438 
(ΔG = -2.72 KJ/mol); on the contrary, the helical content and the helix stability of peptide 33207 (ΔG = 
-5.33 KJ/mol) was lower than peptide 11438. The helix of these peptides tend to unfold due to a higher 
entropy of the unfolded state than the folded state; being higher for peptide 11438 (TΔS=15.48 kJ/mol) 
than peptide 33207 (TΔS=10.973 kJ/mol), peptide 33208 (TΔS=10.973 kJ/mol) and peptide 33210 
(TΔS=13.43 kJ/mol). On the contrary, the enthalpy change opposes to unfolding of the helix of these 
peptides (ΔH between 5.64 and 12.76 KJ/mol). 
The high α-helix stability of the peptides 33208 and 33210 compared with peptide 11438 was due to 
lower entropy change of unfolding; in spite of having lower enthalpy change of unfolding than peptide 
11438. On the contrary, the lower α-helix stability of the peptide 33207 than peptide 11438 is due to a 
lower enthalpy change of unfolding (ΔH = 5.64 KJ/mol) in spite of a lower entropy change of unfolding 
compared with peptide 11438. These data indicate that the modified peptides 33208 and 33210 were 
more prone to state as α-helix than native peptide 11438 as a consequence of minor entropy change in 
fold-unfold transition. 
 
Determination of theoretical α-helix stability in peptide 11438 and its analogue peptides 33207, 
33208 and 33210 by molecular dynamics 
The α-helix of peptides 11438, 33207, 33208 and 33210 were built hydrated and minimized at 310oK by 
using QUANTA program; then the α-helix stability was studied by molecular dynamics using 
CHARMM, quantifying the mean number of Hydrogen bonds that remains in the α-helix at 0.0, 0.5, 1.0, 
1.5 and 2.0 ns during the molecular dynamics of the peptide in water at 310oK. The α-helix of peptide 
11438 presented 11 mean hydrogen bonds at 0 ns; the helix of this peptide unfold rapidly presenting 4 
mean hydrogen bonds at 0.5 ns and this helix was completely unfolded at 1ns. The helix of peptide 
33207 presented 13 mean hydrogen bonds at 0.0 ns; this helix was very stable showing that at 2.0 ns 
remains 8 mean hydrogen bonds. The helix of peptide 33208 presented 8 mean hydrogen bonds at 0.0 
ns; this helix begins to unfold from the N-terminal region; at 1.0ns it displayed 6 mean hydrogen bonds 
and at 2 ns displayed 3 mean hydrogen bonds. The helix of peptide 33210 presented 9 mean hydrogen 
bonds at 0.0 ns; this helix began to unfold from the N-terminal region displaying 6 mean hydrogen bonds 
at 1.0 and at 2.0 ns displayed 5 mean hydrogen bonds. These data showed that α-helix of peptides 
33207, 33208 and 33210 were more stable than the α-helix peptide 11438 (Figure 2). 
 
Comparison of the antigenicity and immunogenicity of Peptides 33207, 33208 and 33210 with 
peptide 11438 
The antigenicity of peptides was determined by the reactivity of anti-EBV antibodies in recognizing 
peptides 11438, 33207, 33208 and 33210 by using ELISA. The antibodies induced by EBV were able to 
recognize peptides 33207, 33208 and 33210 with antibody titers of 25,600, 51,200 and 12,800, 
respectively, having higher reactivity than with peptide 11438 which showed an antibody titer of 6,400 
(Figure 3A.). Non-relevant peptide was also tested but it was not recognized by anti-EBV antibodies 
(data not shown). The immunogenicity of peptides was determined by the reactivity of antibodies 
induced by these peptides in recognizing EBV. Polyclonal sera were obtained by immunizing rabbits 
with peptides 11438, 33207, 33208 or 33210 as described in Materials and Methods. The titers of the 
polyclonal sera against the respective peptide were higher than 100,000 (data not shown). Then the 
polyclonal serum was tested for its reactivity against EBV. The antibodies induced by peptides 11438 
and 33208 presented similar reactivity against EBV and antibodies induced by peptide 33210 presented 
lower reactivity; interestingly, anti-33207 antibodies presented a higher reactivity in recognizing EBV 
(Figure 3B). 
 
11438 analogue peptides (33207, 33208 and 33210) inhibited EBV invasion of PBMCs 
It has been previously reported that peptide 11438 is able to inhibit EBV-invasion of PBMCs (30). We 
tested whether or not the analogue peptides designed were able to inhibit virus invasion. The results 
showed that analogue peptides  (33207, 33208 and 33210) were able to inhibit EBV invasion of PBMCs 
in a similar manner than peptide 11438 in vitro at 27 µM but not at 13 or 7µM as determined by PCR. 
This indicates that sequence modifications performed in peptides 33207, 33208 and 33210 did not alter 
the ability of these peptides of blocking EBV invasion of PBMCs (Figure 4A). 
 
Binding assay of peptides 11438, 33207, 33208 and 33210 to PBMC, Ramos and Raji cells 
The binding of these peptides to different type of cells was tested by Flow Cytometry. Peptide 33210 
bound to PBMC and Raji cells better than peptide 11438; it was not possible to detect differences in the 
binding of peptide 11438, 33207 and 33208 to these cells as determined Flow cytometry, suggesting 
that peptides 11438, 33207 and 33208 have a lower binding affinity than peptide 33210. The analysis 
performed in PBMC showed that 33210 peptide preferentially bound to T cells (CD3+) (Figure 4B) 
compared to B-cells (CD19) or monocytes (CD14). Interestingly peptide 33210 increased the CD3 
positive cells in vitro. 
 
Peptide 33210 inhibits the development of dendritic cells 
We asked whether gH-derived peptides can inhibit the development of dendritic cells from monocyte 
precursors in the same manner than gH protein as described by Li et al (10). Monocytes in presence of 
Granulocyte monocyte colony stimulating factor (GM-CSF) and Interleukin-4 (IL-4) mature towards 
dendritic cell; however if these monocytes are simultaneously incubated with EBV they do not mature 
to dendritic cells as determined by the persistent expression of CD14 surface marker due to the 
interaction of gH with monocyte surface. GM-CSF and IL-4 exposed monocytes were incubated with 
peptides 11438, 33207, 33208, 33210 or EBV to determine their capacity of regulating CD14 surface 
marker (detected by FACS analysis). These cells in presence of EBV, peptides 11438, 33207 or 33208 
displayed 62%, 14.9%, 27% or 13.5% more CD14 positive cells than non EBV-exposed cells; 
respectively. 
Interestingly, GM-CSF and IL4 exposed monocytes incubated with peptide 33210 showed 89.2% more 
CD14 positive cells than non EBV-exposed cells and higher than native peptide 11438 or EBV, 
indicating that this peptide displayed a better effect on regulation of CD14 surface marker than peptide 
11438 or EBV (Figure 5A). In addition, it was determined that peptide 33210 induces IL12p70 
production in monocytes cultured with GMCSF and IL4 but not without these cytokines (Personal 
Communication). 
 
Peptide 33210 induced apoptosis in Raji and Monocytes but not in T cells 
Taking into account that peptide 33210 was able to bind strongly to T-cells and is able to inhibit the 
development towards dendritic cells, we were interested in its effect on survival or death of these cells as 
has been described for EBV (19). Peptides 11438, 33207, 33208 and 33210 were incubated with 
PBMCs and Raji cells as a control, at different concentrations. The induction of apoptosis was detected 
by the staining with Annexin V, PI, CD5 and CD14. The result showed that peptide 33210 induced 
apoptosis in Monocytes and Raji cells but not in normal T cells (60%, 45% and 10% respectively) at a 
concentration of 10uM (Figure 5B).  
 
Discussion 
The molecular interaction depends on enthalpy and entropy factors; it is considered that there is a 
significant opposing entropy factor in interactions involving peptides, due to high peptide chain 
mobility that induce high configurational peptide entropy, which is lost when peptides bind to other 
molecule. One approach for resolving this problem lies in reducing configurational peptide entropy by 
restricting the structures that peptide can acquire in solution stabilizing the peptide structure by 
including molecular bonds or by changing some amino acids. Peptide 11438 from EBV-gH host cell 
binding region inhibits EBV-invasion of PBMCs, is recognized by anti-EBV antibodies and is also able 
to induce antibodies recognizing EBV and EBV infected cells (20). This peptide displayed a CD-
spectrum characteristic α-helix structure in 30% TFE, which decreased when TFE concentration was 
lowered, indicating that this structure was not stable. The aim of this work was to stabilize this 
peptide’s α-helix and to determine the effect on its biological activity. AGADIR analysis showed that 
the helical region of peptide 11438 was located in NLKDMFSRA sequence and that the N- and C-
terminal regions of this peptide are very likely non belonging to the α-helix; this analysis also showed 
that helical content could be increased by adding basic residues at the C-terminal, probably by stabilizing 
helix dipole. Helical content could not be increased by adding residues at the 17N terminal because of the 
presence of 4Pro; changing this amino acid or deleting the N-terminal residues just before 4Pro led to 
increase this sequence’s helical content, mainly through acid residues but probably also by stabilizing 
helix dipole. Adding residues for one α-helix turn at the C- or N- terminal increased helical content in 
peptides 33208 and 33210 as determined by CD. Low helix stability for peptide 11438 resulted from a 
high positive fold/unfold entropy change suggesting a higher molecular disorder in unfolded than in 
folded state. 
The modifications of the peptide sequence allow us to design analog peptides 33208 and 33210 that 
display an a-helix more stable than the helix of peptide 11438 as determined by CD analysis. In fact 
unfolding of these helices was slower than peptide 11438 according to molecular dynamics analysis. 
Fold/unfold enthalpy change opposes to unfolding reaction; probably because unfolding reaction 
requires energy absorption for breaking the hydrogen bonds that stabilize the helix. The AGADIR and 
molecular dynamics analysis agree with helical content determined by CD spectra of peptides 33208 and 
33210. It was determined that the higher stability of the helix of peptides 33208 and 33210 was due to a 
lower unfolding entropy change probably because these peptides displayed a lower configurational 
entropy than peptide 11438; but also could be due to differences in configurational entropy in folded 
state. On the contrary, the lower helix stability of peptide 33207 is due to a lower enthalpy change of 
unfolding compared with peptide 11438.  This result showed that the residues YFV are very important 
for the α-helix stabilization probably because they are involved in a hydrophobic interaction. Peptide 
33207 displayed a very stable α-helix by molecular dynamics in disagreement with the low helical 
content determined by CD; a possible explanation could be that helix of peptide 33207 unfold slowly as 
determined by molecular dynamics but also fold very slowly in such way that most of the peptide 
molecules are in an unfolded state, taking into account that CD detects the mean peptide’s structure in 
equilibrium. 
We performed different biological assays to determine whether the activity of these peptides were 
similar to the native protein present in EBV. We tested if anti-EBV antibodies were able to recognize the 
analogue peptides. The results showed that anti-EBV antibodies presented higher reactivity against 
analogue peptides 33207, 33208 and 33210 than peptide 11438, which could be due to lower 
configurational entropy in analogue peptides and/or the epitopes recognized by these antibodies on the 
analog peptides have a more similar structure to native protein than epitopes on peptide 11438. 
Moreover, this also suggests that there are B-cell epitopes recognized by anti-EBV antibodies in the 
helical and non-helical part. Peptide 33208 displaying the highest helical content was better recognized 
for anti-EBV antibodies, indicating that its structure is more similar to the structure present in the native 
protein. This also suggests that some of the epitopes on peptide 33208 were located on the helix 
structure and also, includes some amino acids at the C-terminal region probably belong to unfolded 
regions of this protein; however the induction of new interactions between peptide and antibodies could 
not be discarded. 
Polyclonal serum against peptides 33208 and 33210 do not recognize the native protein present in EBV 
may be because the antibodies are induced against new immunodominant epitopes on the helical 
structure that are usually hidden in the native protein. Polyclonal serum against 33207 was able to 
recognize better the EBV may be because the epitope was located at the C-terminal in the non-helical 
region that contains high proportion of b-branched aminoacids.  In peptide 11438 the same sequence at 
the C-terminal is present but according to the molecular dynamics analysis, there was a turn formation at 
this region that could bury B-cell epitopes critical for inducing anti-EBV antibodies. In turn peptide 
33207 present a positively charged amino acids (RKRAE) in the C-terminal region that may prevent the 
loop formation and as a consequence to allow these B-cell epitopes to be exposed. 
 
Then, we tested the ability of peptides 11438, 33207, 33208 and 33210 to inhibit EBV-invasion of 
PBMCs. All peptides were able to inhibit EBV invasion of these cells suggesting that the amino acids 
involved in interactions with these cells were not significantly modified. It is interesting that the 
modifications performed not only changed the reactivity of the antibodies induced by these peptides but 
also their biological activity. We found that peptide 33210 was able to bind normal T cells and Raji cells 
(cell line derived from Burkitt lymphoma) better than peptide 11438. This is probably because cancer 
cells (Raji) express a T-cell receptor or antigen that is low or not expressed in normal B-cells, as has been 
described in Chronic Lymphocytic Leukemia (27).  
GM-CSF and IL-4 exposed monocytes develop into dendritic cells and down regulated CD14 surface 
marker until disappear in seven days of culture. This development is inhibited by the contact of these 
cells with gH (19). Peptide 33210 was able to inhibit the development of monocyte to dendritic cell in a 
similar way to EBV; on the contrary peptide 11438 did not have effect in this process. Then we wanted 
to know if the effect of peptide 33210 on the inhibition of the monocyte development towards dendritic 
cells was due to apoptosis. We found that this peptide induced apoptosis in monocytes, as it was 
described for EBV (19) but not in normal T-cells. The mechanism involved in the apoptosis of 
monocytes could be due to an indirect effect in which T-cells may play a role, or a direct effect of this 
peptide, in spite of that we were not able to detect its binding to monocytes because may be it was 
rapidly internalized. The better understanding of the mechanisms involved in this interaction requires 
further studies.  
The higher biological activity of peptide 33210 than peptides 11438, 33207 and 33208 suggest that for 
the binding activity is very important the helix stability and also the N-terminal region of this peptide; 
however the possibility that modifications performed on this peptide were able of performing new 
interactions that increase the biological activity of this peptide could be not discarded (Figure 6.). 
In conclusion, diminishing configurational entropy of peptides 33208 and 33210 by the deletion or 
addition of amino acids increased the α-helix stability present in peptide 11438. Anti-EBV recognized 
better peptide 33208 that displayed the most stable α-helix. Peptide 33210 presented a higher binding 
activity and biological activity as it was measured by the induction of apoptosis in monocyte and the 
arrest of maturation of dendritic cells. On the other hand peptide 33207 induced antibodies with higher 
reactivity to EBV than peptides 11438, 33208 and 33210. All these results strongly suggest that the  α-
helix and the N-terminal are very important for the binding of this peptide to the cell-receptor and the C-
terminal is very important for the induction of antibodies recognizing the intact EBV. In general, these 
results showed that modifications in the peptide sequences could be useful to modulate not only the 
antigenicity and immunogenicity but also their biological activity. Additionally these modifications could 
help to understand the mechanism behind the molecular interactions between the cells and the ligands. 
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Table 1. Helical content of peptides 11438 and its analogs. 
% Helical content Peptide 
0% TFE 5% TFE 30% TFE 
11438 5.02 5.34 24.55 
33207 2.96 2.96 10.75 
33208 9.86 11.38 40.39 
33210 6.48 7.73 27.63 
 
 
Table 2. α-helix thermodynamic folding parameters of peptide 11438 and its analogs. 
Peptide ΔG (KJ/mol) ΔH (KJ/mol) TΔS (KJ/mol) R2 
11438 -2.72 12.76 15.48 0.99 
33207 -5.33 5.64 10.97 0.93 
33208 -1.02 9.80 10.82 0.97 





Figure 1. Helical content and Circular Dichroism analysis performed in EBV gH-derived 
peptides. A. Peptide 11438 was modified by adding or deleting amino acids at C- and N-terminal regions 
and the helical content was calculated by AGADIR analysis. The sequence of peptide 11438 is shown 
in the gray bar. B. Circular Dichroism of peptides selected from each group (33207, 33208 and 33210 
from groups 1, 2 and 3 respectively) and peptide 11438 were dissolved in PBS with 30% TFE; the 
spectra were made on a JASCO spectrometer. The X-axis shows wavelength in nm and the Y-axis molar 
ellipcicity per residue. 
 
Figure 2. Molecular dynamics performed in peptides 11438, 33207, 33208 and 33210. The  α-helix 
of peptides 11438, 33207, 33208 and 33210 were built by using Quanta. After these peptides were 
hydrated and minimized the molecular dynamics were run during 2 ns at 310K by using CHARMM. A. 
Mean frequency of Hydrogen bonds that are present in the peptide structure at 0.0 ns. On the right side 
are shown, the ribbon structures acquired by these peptides during the molecular dynamics, which were 
built by using VMD program. In B. is shown the same than in A. but at 2ns. 
 
Figure 3. Antigenicity and immunogenicity of peptides 11438, 33207, 33208 and 33210. Rabbits 
were immunized with EBV, 11438, 33207, 33208 or 33210. After 3 immunizations polyclonal serum 
were obtained and tested by ELISA.  A. Anti-EBV antibodies were tested for their reactivity against 
peptides to evaluate peptides’s antigenicity. B. Reactivity of anti-peptides antibodies was tested against 
EBV to evaluate peptide’s immunogenicity. 
 
Figure 4. Effect of peptides 11438, 33207, 33208 and 33120 in EBV infection and their ability to 
bind to PBMCs, Raji and Ramos cells. A. PBMCs were treated with EBV and peptides 11438, 
33207, 33208 or 33210 at different concentrations: (1) 26.7uM; (2) 13.3uM and (3) 6.6uM. After the 
incubation period DNA was isolated and PCR amplification of an EBV DNA fragment was performed. 
(-), PBMCSs not exposed to EBV; (+) PBMCSs exposed to EBV. NRP: Non-relevant peptide. MWM: 
molecular weight marker. B. Peptides binding to normal T-cells, Raji and Ramos cells were performed by 
Flow Cytometry. The percentage of binding compared with peptide 11438 was calculated as described 
in Materials and Methods. In PBMCs, we detected binding only to T-cells but not to B-cells or 
Monocytes. 
 
Figure 5. Effect of peptides 11438, 33207, 33208 and 33210 in CD14 marker in Dendritic cells 
derived from monocytes and their effect in apoptosis in T-cells and Monocytes. A. CD14 surface 
expression on GMCSF and IL4 exposed monocytes incubated with EBV, peptides 11438, 33207, 33208 
or 33210. Monocytes were incubated for 3 days with GMCSF (7.2nM) and IL-4 (6.7nM), in presence 
of EBV or peptides (11438, 33207, 33208 or 33210). After incubation period, monocytes were staining 
with anti-CD14 FITC conjugated and analyzed by flow cytometry. The histogram data represents a 
typical example of cells not exposed to EBV or peptide (thick line) and exposed (dark line) to: (a) EBV; 
(b) peptide without effect (33207); (c) peptide with similar effect to EBV (33210). Number of CD14 
positive cells shown on the right side. All experiments were performed by duplicated and tested with six 
different volunteers given similar results. B. Effect of peptides in PBMCs; cells were incubated with 
peptides at 10 mM, the percentage of apoptotic cells was determined by Annexin V and PI labeling.  
 
Figure 6. Schematical representation of biological active regions of peptide 11438 and its analogs. 
We have found different regions that are important for the binding to the cells (blue), for keeping the  α-
helix structure (green) and the interaction with the anti-EBV antibodies (red). 
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